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El cáncer de próstata es la neoplasia que ocupa el segundo lugar en 
mortalidad en hombres en Chile. Las células de la próstata, tanto benigna como 
maligna, tienen por característica presentar receptores de andrógenos (AR) que 
son esenciales para su proliferación y crecimiento. Una de las terapias para 
combatir el cáncer es la deprivación androgénica, impidiendo así la activación del 
receptor y por tanto impidiendo la proliferación celular. Pero un alto porcentaje de 
los pacientes con cáncer metastásico sufre una progresión de la enfermedad 
denominada resistente a la castración, donde las células tumorales adquieren la 
capacidad de proliferar en presencia de bajas concentraciones de andrógenos 
circulantes. La Andrografólida es una lactona diterpenoide derivada de la 
Andrographis paniculata que se utiliza para el tratamiento de infecciones, como 
antiinflamatorio y que tiene actividad anticancerígena recientemente conocidas. 
La andrografólida es capaz de inhibir la acción del AR y también la expresión de 
este, siendo una nueva droga a estudiar como futuro tratamiento de esta 
enfermedad. En este estudio comparamos la acción de la andrografólida frente a 
cultivos celulares de próstata benigna y maligna, ya sea sensible a andrógenos 
como también recurrentes a la castración. Mediante ensayo de azul de tripan se 
determinó que la andrografólida afecta diferencialmente a las células benignas 
de las malignas, y que incluso entre líneas malignas, afecta mayormente a las 
líneas celulares resistentes a la castración, que son más invasivas y que hasta 
ahora no tienen un tratamiento resolutivo sino más bien paliativo. En ensayos de 
citometría de flujo para proliferación y apoptosis se determinó que la 
andrografólida es capaz de inducir apoptosis y disminuir la proliferación en las 
distintas líneas celulares, pero este efecto no ocurre en presencia de andrógenos. 
Esto quiere decir que una posible terapia para combatir el cáncer de próstata con 
andrografólida por sí sola no tendría efecto, pero que en combinación con la 





1. INTRODUCCIÓN  
 
La próstata es un órgano perteneciente al aparato sexual masculino 
encargada de secretar componentes esenciales del líquido seminal. El cáncer de 
próstata es la neoplasia que ocupa el segundo lugar de mortalidad en hombres 
en Chile. Una vez que el tumor crece e invade los tejidos aledaños, 
produciéndose la metástasis, los tratamientos quirúrgicos que implican 
extirpación o tratamientos de radioterapia focalizados se vuelven inútiles en el 
control del cáncer. El tratamiento estándar para el cáncer de próstata que se 
encuentra en una etapa invasiva, es la terapia de deprivación androgénica, la 
cual inhabilita la proliferación de las células tumorales mediante el bloqueo de las 
señales proliferativas promovidas por los andrógenos a través de la activación 
del receptor de andrógeno (AR). Sin embargo, las células tumorales adquieren la 
habilidad de hacerse resistentes a este tipo de terapias, lo que permite que 
proliferen en condiciones de bajos niveles circulantes de andrógenos. La 
andrografólida es una lactona diterpenoide extraída de la Andrographis 
paniculata, una planta medicinal que crece en India. Estudios previos sugieren 
que la andrografólida inhibe la proliferación celular en cáncer de próstata e induce 
apoptosis de las células cancerígenas, pero no así de las células epiteliales 
benignas, es por esto que se cree que la andrografólida afectaría de mayor 
manera cánceres más agresivos que aquellos cánceres en etapas menos 
avanzadas. Considerando lo anterior, la hipótesis de este trabajo es que La 
andrografólida disminuye el crecimiento celular de las células epiteliales de 
cáncer de próstata, mostrando un efecto mayor en células resistentes a la 




El objetivo general de esta investigación es estudiar el efecto diferencial 
de la andrografólida sobre la proliferación, apoptosis, y viabilidad en cultivos de 
líneas celulares de cáncer de próstata sensibles y resistentes a la castración. 
Los objetivos específicos de este proyecto son: Analizar el efecto de 
la andrografólida sobre la viabilidad de cultivos celulares de líneas de cáncer de 
próstata sensibles a la castración (LNCaP), resistentes a la castración (C4-2, DU-
145), y metastásicas (PC-3), estudiar el efecto de la andrografólida sobre la 
proliferación de cultivos celulares de líneas de cáncer de próstata sensibles a la 
castración (LNCaP) y resistentes a la castración (C4-2) en ausencia y presencia 
de andrógenos (testosterona y dihidrotestosterona) y estudiar el efecto de la 
andrografólida sobre la apoptosis de cultivos celulares de líneas de cáncer de 
próstata sensibles a la castración (LNCaP) y resistentes a la castración (C4-2) en 
ausencia y presencia de andrógenos (testosterona y dihidrotestosterona). Para 
esto se realizó un estudio analítico experimental en el laboratorio del Dr. 
Alejandro Godoy, departamento de ciencias biológicas en la facultad de fisiología 
de la Pontificia Universidad Católica de Chile, para verificar si la andrografólida 
induce un aumento en la tasa apoptótica y disminuye la proliferación y viabilidad 
en células de cáncer de próstata sensibles y resistentes a la castración. Esto se 
realizó mediante la exposición de cultivos celulares de las distintas líneas 
celulares de próstata (PWR-1E y RPWE-1 como líneas benignas; LNCaP como 
línea cancerígena sensible a andrógenos, DU-145 y C4-2 como línea 
cancerígena recurrente a la castración y PC-3 como línea metastásica de cáncer 
de próstata) a distintas concentraciones de andrografólida para determinar su 
IC50 como también la exposición de cultivos de PWR-1E, LNCaP y C4-2 a una 
concentración constante de andrografólida en presencia y/o ausencia de 
testosterona (T) y dihidrotestosterona (DHT). Los resultados serán analizados 
mediante ensayo de azul de tripán para viabilidad y por medio de citometría de 
flujo para proliferación y apoptosis. Esta investigación permitirá comprender de 




sobre células tumorales de próstata, y determinar si andrografólida afecta 
diferencialmente a células tumorales de próstata con distinto grado de 
agresividad. Nuestros resultados podrían aportar la base biológica para el 
desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas que permitan contrarrestar el 



















2. MARCO TEÓRICO 
 
7.1. Próstata 
La próstata es un órgano perteneciente al aparato genitourinario 
masculino que se ubica frente al recto y debajo de la vejiga urinaria. Sobre y a 
los costados de la próstata se ubican las vesículas seminales que producen parte 
del líquido seminal. La próstata rodea la primera porción de la uretra y su función 
es la de secretar aproximadamente un 20% del líquido seminal. El desarrollo de 
la próstata depende de las hormonas masculinas o andrógenos, tales como la 
testosterona y dihidrotestosterona (DHT) (Wein Alan, 2008). El funcionamiento 
de la glándula prostática después de su desarrollo sigue siendo sensible a 
andrógenos, promoviendo la supervivencia del epitelio secretor (Heinlein & 
Chang, 2004). En la próstata normal la tasa de muerte celular es de 1-2% por 
día, que se mantiene gracias a una tasa proliferativa de 1-2% por día (Berges et 
al., 1995). 
 
7.2. Cáncer de próstata 
El cáncer de próstata es la neoplasia no cutánea más frecuente en 
hombres en todo el mundo (Dunn & Kazer, 2011). La incidencia de este cáncer 
ha aumentado influenciado por el diagnóstico temprano mediante cuantificación 
del antígeno prostático específico (PSA) en hombres con sintomatología o sin 
ella y por la detección casual en cirugía (Bray, Lortet-Tieulent, Ferlay, Forman, & 
Auvinen, 2010). Esta neoplasia se relaciona con la edad del paciente, 75% de los 
diagnósticos se hacen en hombres mayores de 65 años de edad (Dunn & Kazer, 
2011). Además de la edad, se han identificado otros factores de riesgo tales como 




La carcinogénesis se inicia por una proliferación desmedida de las células 
epiteliales prostáticas dando inicio a una neoplasia intraepitelial prostática (PIN) 
(Vinay Kumar, 2010). Se cree que la PIN se origina por una inflamación previa 
dada por infecciones, daño químico o físico del epitelio, causado por reflujo 
urinario, dieta y disrruptores endocrinos (Sutcliffe & Platz, 2007). Dado que la 
supervivencia de las células epiteliales prostáticas es dependiente de 
andrógenos se creía que existía un aumento en los niveles séricos androgénicos, 
pero estudios epidemiológicos no han podido demostrar una relación entre altos 
niveles séricos de andrógenos y cáncer de próstata, lo que sugiere que altos 
niveles de andrógenos testiculares y suprarrenales no promueven la 
carcinogénesis de próstata por si solos (Hsing, 2001).  
Los tratamientos para el cáncer de próstata son principalmente 
tratamientos endocrinológicos que buscas modulan la actividad de los receptores 
de andrógenos (AR), mediante la deprivación de andrógenos testiculares, a 
través de la castración quirúrgica o química con agonistas de la hormona 
liberadora de gonadotrofina (LHRH) (Wilt et al., 2008). La actividad de los AR 
puede bloquearse también con la administración de antiandrógenos por si sola o 
en combinación con la castración química o quirúrgica. Más del 80% de los 
pacientes muestran una respuesta positiva al tratamiento de deprivación de 
andrógenos, sin embargo los pacientes con cáncer de próstata metastásicos 
sufren una progresión de la enfermedad en una media de 12 a 18 meses posterior 
a la terapia. Los tumores de estos pacientes se denominan resistentes a la 
castración (Heinlein & Chang, 2004). Las células epiteliales del tumor resistente 
a castración pueden proliferar en condiciones de bajas concentraciones de 
andrógenos circulantes. Es por esto que existen terapias para tumores 
resistentes a la castración que incluyen tratamientos con dosis de andrógenos 
exógenos, y de esta manera re-sensibilizar a las células tumorales volviéndolas 
sensibles a la castración, pero este tratamiento lleva a una respuesta 




tumores de próstata resistentes a la castración está dirigida a la producción de 
andrógenos adrenales y a la función de los AR, incluyendo un tratamiento con 
inhibidores de la hormona luteinizante (LH) para evitar la síntesis de andrógenos 
suprarrenales y antiandrógenos inhibiendo el ligando de AR (Dawson N.A., 
2000). Aunque esta terapia secundaria eventualmente falla, las terapias dirigidas 
al AR proveen beneficios terapéuticos que sugieren que la actividad de los AR es 
un mediador importante en el crecimiento del cáncer de próstata. 
 
7.3. Receptores de andrógenos 
Los andrógenos se sintetizan en los testículos, se transportan a los 
tejidos y se convierten a DHT por la 5α-reductasa. La testosterona y la DHT 
ejecutan su función biológica mediante la unión a receptores de andrógenos e 
induciendo la actividad transcripcional que es mediada por la interacción del 
receptor con secuencias nucleotídicas específicas denominadas elementos de 
respuesta a andrógenos (ARE), las cuales se encuentran localizados en los 
promotores de los genes blancos (Fig. 2.1).  
La actividad transcripcional del AR lleva a la célula a expresar genes 
y posteriormente proteínas que permitirán la proliferación celular. De esta forma 
se produce un balance entre las células en proliferación y las células en 
apoptosis. Los AR también pueden ser activados por TGFβ, IL-6 e IGF1 mediante 
la fosforilación de AR o de sus correguladores (Ruizeveld de Winter et al., 1994). 
La expresión de AR se observa tanto en cáncer de próstata sensible, como en el 
resistente a la castración. Estudios inmunohistoquímicos demuestran que la 
expresión de AR es heterogénea en cáncer de próstata y que el grado de 
heterogeneidad no se relaciona generalmente con la terapia de deprivación de 
andrógenos (Ruizeveld de Winter et al., 1994). Al deprivar de andrógenos 




tasa proliferativa disminuye. Como se mencionó anteriormente, los tumores 
sensibles a la terapia de deprivación androgénica suelen progresar a tumores 
resistentes a la castración, lo que significa que los AR se activan aun en bajas 
concentraciones de andrógenos circulantes. 
 
FIGURA 2.1 
Acción andrógeno-AR en próstata. La testosterona (T) y DHT se unen al receptor de andrógeno 
(AR) y promueven su asociación a la región promotora (AREs) de los genes para inducir 
proliferación. (Heinlein & Chang, 2004) 
 
Esta actividad podría deberse a mutaciones, deleciones y 
amplificaciones del gen AR o a alteraciones entre AR y alguno de sus 
correguladores, como también la adquisición por parte del tumor de la capacidad 
de secretar factores de crecimientos como el TGF-α (Hofer et al., 1991). Estas 
alteraciones serían las que aumentarían la sensibilidad a andrógenos u otros 





 La asociación entre la amplificación del gen AR y el cáncer de próstata 
resistente a castración (20 a 30% de los pacientes con este tipo de tumor 
presenta amplificación del gen AR) ha llevado a algunos autores a creer que el 
número de copias en el gen amplificado podría deberse a los bajos niveles de 
andrógenos. Esto conlleva a un aumento en la expresión del gen AR, lo que 
podría contribuir a la capacidad del tumor de proliferar en un medio con bajos 
niveles de andrógenos.  
La sobreexpresión de correguladores de AR también podría inducir a 
un aumento de la sensibilidad de AR en terapias de deprivación de andrógenos 
convirtiendo al tumor en un cáncer de próstata resistente a la castración. Esto 
ocurre debido a que los coactivadores aumentan la actividad transcripcional de 
receptores esteroidales y permiten que estos receptores se activen aun en 
presencia de bajas concentraciones de su ligando, en este caso la testosterona 
y/o DHT. En cáncer de próstata, se ha demostrado la sobreexpresión de 3 
coactivadores de receptores esteroidales: SRC-1, TIF-2 y SRC-3. SRC-1 se 
sobre expresa en tumores sensibles a castración, mientras que SRC-1 y TIF-2 
en tumores resistentes a castración (Gregory et al., 2001). La expresión de SRC-
3 se correlaciona con el alto grado de la enfermedad y etapificación (Heinlein & 
Chang, 2004).  Por esto se cree que un aumento en los coactivadores puede 
contribuir a una sensibilización de AR a bajas concentraciones de su ligando 
(Heinlein & Chang, 2004).   
 
7.4. Andrografólida 
La andrografólida es una lactona dipertenoide, componente bioactivo 
principal aislado de una conocida planta medicinal, la Andrographis paniculata. 
Esta planta medicinal es utilizada en India, China y Sri Lanka como tratamiento 




demostrado que la andrografólida induce actividad apoptótica y detención del 
ciclo celular en ciertos cánceres (Geethangili, Rao, Fang, & Tzeng, 2008). La 
andrografólida posee un efecto antiinflamatorio mediante la supresión de la 
expresión de la óxido-nítrico sintetasa.  
La andrografólida induce la detención del ciclo celular ya que 
disminuye la expresión de la kinasa dependiente de ciclina 2 y ambas proteínas 
esenciales para la transición de la fase G1 a la fase S, donde se duplica la 
información genética necesaria para la mitosis (Hartwell & Weinert, 1989). 
Además la andrografólida induce la expresión de la proteína p27 que es un 
inhibidor de la expresión de las quinasas dependientes de ciclína 2 y 4 por lo que 
impediría el avance del ciclo celular y produciría su posterior detención (Morga, 
2004).  
La andrografólida induce apoptosis mediante la activación de la vía de 
las caspasas, específicamente, la caspasa-8. Las caspasas son proteínas que 
existen como zimógenos (pro enzimas sin actividad biológicas) que al activarse 
producen un efecto proteolítico. La apoptosis se desencadena conforme se 
activan proteínas procaspasas iniciadoras, que están formando complejos con 
proteínas procaspasas.  Al activarse este complejo de procaspasas 
iniciadoras/procaspasas, las procaspasas se separan del complejo de forma 
activa, formando las caspasas. Las caspasas a su vez son capaces son capaces 
de activar otras procaspasas construyendo así una cascada proteolítica 
amplificadora. La caspasa 8, se activa por proximidad. Esto ocurre cuando los 
receptores CD95 (Apo1/Fas) se unen a su ligando, forman un complejo de 
señalización de membrana. Estos complejos reclutan a su vez varias moléculas 
de procaspasa 8. Esta alta concentración local del zimógeno, permite la acción 
de la intrínseca actividad proteasa de la procaspasa 8, lo que permite que estas 




activadas escinden otras proteínas de la célula, como las láminas nucleares, 
provocando la rotura irreversible de la lámina nuclear (Fahrenkrog, 2006). 
En la investigación realizada por Okamoto et al. se demostró que la IL-
6 actúa como factor de crecimiento paracrino en líneas celulares de cáncer de 
próstata sensible a la castración LNCaP y que actúa como factor de crecimiento 
autocrino en líneas celulares PC-3 y DU145 que son líneas de células de tumores 
de próstata resistentes a la castración (Okamoto, Lee, & Oyasu, 1997). Además, 
la sobreexpresión de IL-6 protege a las células de la línea LNCaP de sufrir 
apoptosis por tratamientos de deprivación de andrógenos (Chun et al., 2010). En 
base a lo anterior, en la investigación de Chun J. et al. (2010) se demostró que 
la andrografólida inhibe la expresión de IL-6 y suprime el crecimiento tumoral. 
Además, se demostró que la andrografólida induce la apoptosis de las células 
tumorales discriminando entre células de cáncer de próstata resistentes a la 
castración (PC-3 y DU-145) y células de próstata benigna (PzHPV-7).  
Además de actuar sobre la expresión de la IL-6, se ha demostrado  
que la andrografólida inhibe la expresión de AR en líneas celulares de cáncer de 
próstata sensible y resistente a andrógenos (Liu et al, 2011). En otra investigación 
de Chun, J. et al. se demostró que la andrografólida inhibe la expresión de tanto 
RNAm como de proteínas del AR por lo que se cree que la andrografólida podría 
llegar a ser un fármaco a futuro para el tratamiento de cáncer de próstata sensible 
y resistente a la castración. En estos estudios se demostró que el tratamiento con 
andrografólida 20µM por 48 horas disminuye el porcentaje de supervivencia de 
las células de cáncer de próstata C4-2 (resistente a la castración) en un 50% (Liu 
et al., 2011). 
En el estudio de Liu, C. et al. (2011), se evaluó el efecto de 
andrografólida (20 µM) sobre la expresión del RNAm para PSA, Maspina, 
UGT2B15 y NKX3.1, en cultivos de células de cáncer de próstata resistente a 




estudio se demostró que la presencia de DHT induce resultados diferenciales en 
cuanto a la expresión de estos RNAm Estos datos sugieren que los niveles 
circulantes de andrógenos podrían afectan la forma en que actúa la 
andrografólida, por lo que andrografólida podría actuar de forma distinta si se 
aplica antes del tratamiento de deprivación de andrógenos o posterior a este 
tratamiento y en tumores que son sensibles a castración y tumores resistentes a 
la castración (Liu et al., 2011).  
 
Hasta el momento se desconoce si la andrografólida actúa de manera 
diferencial entre tumores de células sensibles o resistentes a la castración. Dado 
que los tumores resistentes a la castración pueden proliferar con bajas 
concentraciones de andrógenos y además algunos pueden secretar factores de 
crecimiento, la inhibición de esas dos vías de proliferación celular por parte de la 
andrografólida lleva a creer que este tipo de tumores serían más sensibles a un 
tratamiento con andrografólida.  
 
En resumen, el cáncer de próstata es la segunda neoplasia en base a 
mortalidad en Chile. La progresión de la enfermedad depende intrínsecamente 
de los andrógenos circulantes. La terapia de deprivación de andrógenos por 
castración química o quirúrgica disminuye la proliferación celular y conlleva a la 
muerte de un 70% de las células epiteliales malignas, pero la enfermedad 
progresa y se vuelve resistente a la castración La andrografólida es un 
compuesto activo derivado de la andrographis paniculata que inhibe la expresión 
de los receptores de andrógenos tanto en tumores sensibles como en resistentes 
a la castración, como también induce su apoptosis y la detención del ciclo celular. 
Aparentemente  la andrografólida actúa selectivamente afectando células 
tumorales a una menor concentración que en las células prostáticas benignas, 




En el presente estudio se investigó el efecto de la andrografólida en cultivos 
celulares de próstata benigna y de cáncer de próstata sensible a andrógenos y 
recurrentes a la castración en base a viabilidad, para determinar si la 
androfrafólida actúa diferencialmente entre líneas celulares benignas y malignas 
de próstata, como también se investigó la capacidad de la andrografólida de 
afectar el ciclo celular en presencia y ausencia de andrógenos (testosterona y 
DHT) y la capacidad de la andrografólida de inducir apoptosis en cultivos de 
células benignas y malignas de próstata en presencia y ausencia de andrógenos.  
Este estudio constituirá las bases de conocimiento necesarias sobre la acción de 
la andrografólida para determinar si es una droga apta para ser utilizada como 
terapia para combatir el cáncer de próstata sensible a andrógenos y/o recurrente 
a la castración, como también si se puede generar un tratamiento en conjunto 
















La andrografólida disminuye el crecimiento celular de las células 
epiteliales de cáncer de próstata, mostrando un efecto mayor en células 
resistentes a la castración en comparación con células sensibles a la castración.  
 
4. OBJETIVO GENERAL 
Estudiar el efecto diferencial de la andrografólida sobre la proliferación, 
apoptosis, y viabilidad en cultivos de líneas celulares de cáncer de próstata 
sensibles y resistentes a la castración. 
 
5. OBJETIVOS ESPECIFICOS 
1. Analizar el efecto de la andrografólida sobre la viabilidad de cultivos 
celulares de líneas de cáncer de próstata sensibles a la castración 
(LNCaP), resistentes a la castración (C4-2, DU-145), y metastásicas (PC-
3). 
2. Estudiar el efecto de la andrografólida sobre la proliferación de cultivos 
celulares de líneas de cáncer de próstata sensibles a la castración 
(LNCaP) y resistentes a la castración (C4-2) en ausencia y presencia de 
andrógenos (testosterona y dihidrotestosterona).  
3. Estudiar el efecto de la andrografólida sobre la apoptosis de cultivos 
celulares de líneas de cáncer de próstata sensibles a la castración 
(LNCaP) y resistentes a la castración (C4-2) en ausencia y presencia de 






6.1. Tipo de Estudio:El presente estudio tiene un carácter Analítico de tipo 
Experimental, el cual se medirá los niveles de proliferación, apoptosis y 
viabilidad celular en presencia de distintas concentraciones de 
andrografólida en las distintas líneas de cultivos celulares de cáncer de 
próstata sensible y recurrente a andrógenos y en cultivos celulares de 
tejido prostático benigno.   
 
6.2. Lugar de Realización: 
Se llevará a cabo en el Laboratorio del Dr. Alejandro Godoy en la 
Facultad de Ciencias Biológicas departamento de Fisiología de la Pontificia 
Universidad Católica de Chile, Avenida Libertador Bernardo O’Higgins 340, 
Santiago, Región Metropolitana. 
 
6.3. Muestra: 
Las muestras utilizadas en este estudios son líneas celulares para 
cultivo de la empresa ATCC® y una línea celular donada al laboratorio. Se 
trabajara con un total de 6 líneas celulares, de las cuales 2 líneas son de tejido 
prostático benigno: PWR-1E (ATCC® CRL11611™) y RWPE-1 (ATCC® 
CRL11609™); 1 línea celular de cáncer de próstata sensible de andrógenos: 
LNCaP clone FGC (ATCC® CRL1740™); 2 líneas celulares de cáncer de 
próstata recurrente a andrógenos: DU-145 (ATCC® HTB81™) y C4-2 (Esta línea 
fue donada por el laboratorio colaborador del Dr. Sergio Oñate, Universidad de 




mayor especificación de cada línea celular a trabajar se adjunta el Product Sheet 
de todas las líneas celulares de la empresa ATCC® en el Anexo A. 
 
6.4. Definición de Variables: 
Las variables a trabajar en el presente estudios son las siguientes: 
 Concentración de andrografólida: Se utilizaron distintas concentraciones 
de andrografólida para medir el efecto de esta en los distintos cultivos 
celulares. Las concentraciones serán de: 1μM, 10μM, 25μM, 50μM, 
100μM y 200μM. Se utilizaran estas concentraciones debido a la evidencia 
de experimentos anteriores (Liu, C, 2011 y Chung, J, 2011), realizados 
sobre los efectos de la andrografólida en cáncer de próstata, que exponen 
que a partir de los 10μM de andrografólida se comienzan a observar 
cambios significativos en viabilidad y proliferación, así mismo como en la 
tasa apoptótica. La andrografólida ocupa como vehículo el dimetilsulfóxido 
(DMSO). 
 Tiempo de exposición a la andrografólida: Todos los cultivos celulares 
fueron expuestos a la andrografólida por 48 horas. En los experimentos 
previos (Liu, C, 2011 y Chung, J, 2011), se observó que luego de 48 horas 
de exposición de los cultivos a la andrografólida se obtienen resultados 
con significancia sobre tasa proliferativa, viabilidad y tasa apoptótica.  
 Viabilidad celular: se midió el porcentaje de viabilidad de los cultivos 
celulares por medio de ensayo de azul de tripán. 
 Tasa de Proliferación celular: se midió ciclo celular por medio del método 
de tinción con yoduro de propídio para citometría de flujo.   
 Tasa de Apoptosis: se midió la apoptosis por el método de tinción doble 
con Anexina  V y yoduro de propídio por citometría de flujo.  




6.5. Descripción de la metodología: 
6.5.1. Reactivos: 
Medios de cultivos: Keratinocyte Serum Free KSFM (Gibco), RPMI-
1640 (Gibco), Minimum Essential Medium MEM (Gibco), F-12K (Gibco); Suero 
fetal bovino FBS (Thermo); Bovine pituitary extract BPE (Gibco); Human 
recombinant epidermal growth factor EGF (Gibco); Estreptomicina (Invitrogen); 
Dihidrotestosterona DHT (Sigma-Aldrich); Testosterona (Sigma-Aldrich); 
Dimetilsufoxido DMSO ();Tripsina (Invitrogen); Trypan Blue Stain 0.4% (Gibco); 
PBS 10X (Thermo); Annexin V Binding Buffer 10X (BD Pharmingen); FITC 
Annexin V (BD Pharmingen); Propidium Iodide Staining Solution (BD 
Pharmingen); Charcoal Stripped Serum (Gibco); Andrografolida 50mM (Donada 
por el Laboratorio del Dr. Enrique Brandan, departamento de Biología Celular y 
Molecular, Pontificia Universidad Católica de Chile) . 
 
6.5.2. Cultivo Celular: 
Se sembró cada línea celular en una placa de 100mm x 20mm (Nest®) 
con su medio completo. Las especificaciones de cada medio por línea se 
encuentran en la Tabla 6.1. Las células fueron mantenidas a 37°C en estufa 











TABLA 6.1 Especificaciones de los Medios de Cultivos de cada Célula. 
Línea Celular Medio de Cultivo Completo 
PWR-1E (ATCC® 
CRL11611™) 
Keratinocyte Serum Free Medium KSFM (Gibco) 
Bovine pituitary extract BPE (Gibco) 





Keratinocyte Serum Free Medium KSFM (Gibco) 
Bovine pituitary extract BPE (Gibco) 
Human Recombinant epidermal growth factor EGF 
(Gibco) 
Streptomycin (Invitrogen) 
LNCaP clone FGC 
(ATCC® 
CRL1740™) 
RPMI-1640 Medium (Gibco) 
DHT 1Nm (Sigma-Aldrich) 
10% Fetal bovine serum FBS (Thermo) 
Streptomycin (Invitrogen) 
C4-2 
RPMI-1640 Medium (Gibco) 




Minimum Essential Medium MEM (Gibco) 




F-12K Medium (Gibco) 






6.5.3. Experimento curva dosis-respuesta de viabilidad a distintas 
concentraciones de andrografólida 
Las células fueron cultivadas en placas de cultivo de 100mm x 20mm 
(Nest®) hasta alcanzar una confluencia del 80%, luego, las células fueron 
traspasadas a placa de 12 pocillos (tissue culture test plates 12, TPP®) y 
cultivadas hasta el momento del ensayo. En cada pocillo se agregaron 500 µl de 
medio completo correspondiente a cada línea celular (Tabla 6.1) y la cantidad de 
células necesarias para obtener un número de 50.000 células por pocillo. Los 
cultivos celulares fueron incubados en una estufa de cultivo (Memmert) a 37°C 
con 5% de CO2 hasta alcanzar una confluencia de un 80% para realizar los 
tratamientos correspondientes. 
Observado este porcentaje de confluencia en cada pocillo de la placa 
de 12, se agregaron las distintas concentraciones de andrografólida (1μM, 10μM, 
25μM, 50μM, 100μM y 200μM), incluyendo un control negativo y un control con 
DMSO. Las  distintas concentraciones y controles se realizaron en triplicado, para 
obtener resultados con significancia estadística. Para que la concentración de 
DMSO no variase en los cultivos, se utilizó un volumen igual a 2μL de DMSO por 
cada 500μL de medio. Las distintas concentraciones de andrografólida fueron 
diluidas en este volumen de DMSO, de la siguiente manera: 
 Triplicado control: 500 ul de medio de cultivo completo en cada pocillo.  
 Triplicado vehículo DMSO: 498 ul de medio de cultivo completo más 2 ul 
de DMSO en cada pocillo.  
 Triplicado 1uM: 498 de medio de cultivo completo más 2 ul de solución 
stock 1uM de andrografólida en cada pocillo.   
 Triplicado 10uM: 498 de medio de cultivo completo más 2 ul de solución 
stock 10uM de andrografólida en cada pocillo. 
 Triplicado 25uM: 498 de medio de cultivo completo más 2 ul de solución 




 Triplicado 50uM: 498 de medio de cultivo completo más 2 ul de solución 
stock 50uM de andrografólida en cada pocillo. 
 Triplicado 100uM: 498 de medio de cultivo completo más 2 ul de solución 
stock 100uM de andrografólida en cada pocillo. 
 Triplicado 200uM: 498 de medio de cultivo completo más 2 ul de solución 
stock 200uM de andrografólida en cada pocillo. 
 
Cada cultivo celular estuvo expuesto por un total de 48 horas a las 
distintas concentraciones de andrografólida. En la figura 6.1 se muestra la 




Descripción grafica del Experimento Dosis-Respuesta de Andrografólida. C corresponde a 
Control, DMSO corresponde a dimetilsulfóxido,  Andro corresponde a andrografólida. 
 
6.5.4. Ensayo de Azul de Tripán: 
El principio de esta técnica se basa en la capacidad que tiene las  
células vivas de rechazar el colorante debido a que sus membranas celulares se 
presentan intactas. Cuando la integridad de la membrana se encuentra 




o necrosis, las células no son capases de excluir el colorante lo que hace que se 
tiñan de color azul (Strober, 2001). 
Posterior a la exposición a andrografólida por 48 horas, se 
recolectaron las células de cada pocillo en un tubo eppendorff individual mediante 
tratamiento con tripsina (Invitrogen) y PBS (Thermo) 1X. Se tomaron 10µl de cada 
tubo eppendorff y mezclaron con 10 ul de Azul de tripan 0,4% (Gibco). Luego de 
1 minuto de incubación a temperatura ambiente, se tomaron 10 ul de la mezcla y 
colocaron en la placa del lector Luna™ Automated Cell Counter (Logos®) para 
medir la viabilidad de cada experimento. 
 
6.5.5. Estudio para medición de proliferación por yoduro de propídio en 
Citometría de Flujo: 
El yoduro de propídio (IP) es un colorante nuclear intercalante, el cual 
emite fluorescencia al ser excitado a 535nm. Mientras mayor la cantidad de DNA 
existente en la célula, mayor cantidad de IP intercalado, y mayor será la emisión 
de fluorescencia por el IP. De esta manera se pueden correlacionar el nivel de 
emisión de fluorescencia con  las distintas fases del ciclo celular (Riccardi & 
Nicoletti, 2006). La cantidad de DNA en las fases se distribuye de la siguiente 
manera: G0-G1 =2N, S =2-4N, G2-M =4N (Ormerod, 2000).  
Para este experimento se ocuparon tres líneas celulares: Una línea de 
próstata benigna (PWR-1E), una línea de cáncer de próstata sensible a 
andrógenos (LNCaP) y una línea de cáncer de próstata resistente a la castración 
(C4-2) con un n=1. 
Las células fueron cultivadas en placas de cultivo de 100mm x 20mm 
(Nest®) hasta alcanzar una confluencia del 80%, luego, las células fueron 




hasta el momento del ensayo con 1ml de medio de cultivo completo 
correspondiente cada línea celular (Tabla 6.1). Se agregaron como mínimo 5.000 
células por cm2. Los cultivos celulares fueron incubados en una estufa de cultivo 
(Memmert) a 37°C con 5% de CO2 hasta alcanzar una confluencia de un 80% 
para realizar los tratamientos correspondientes. 
Al alcanzar el 80% de confluencia celular en la placa de cultivo, se 
reemplazó el medio de cultivo normal, por medio de cultivo suplementado con 
suero tratado con carbón activado (charcoal-stripped serum, Gibco) a las líneas 
celulares LNCaP y C4-2. Luego de esto, las células se incubaron por 12 horas 
en estufa de cultivo a 37ºC con 5% CO2. A la línea PWR-1E, se le realizó un 
cambio de medio por su medio completo y se dejó incubando por 12 horas en 
estufa de cultivo a 37ºC con 5% de CO2. Posterior a las 12 horas, se iniciaron los 
tratamientos con andrografólida y andrógenos. Para este experimento se 
utilizaron concentraciones constantes de andrografólida 25µM, testosterona 
(Sigma-Aldrich) 10nM, y DHT (Sigma-Aldrich) 1nM, en medio supplementado con 
suero tratado con carbón activado. En este experimento, se utilizaron distintos 
controles: controles para los vehículos (DMSO y etanol); control negativo (medio 
charcoal stripped de cada línea celular) y un control positivo para la tinción con 
yoduro de propídio (este último en función del ajuste del citómetro). En la figura 
6.2 se muestra una descripción gráfica del experimento. Posteriormente, se 
dejaron incubando las células en estufa de cultivo a 37º C con 5% de CO2 por 48 
horas. Pasado este tiempo las células fueron recolectadas en tubos eppendorf 
de 1.5 mL, se contaron en cámara de Neubauer, y se ajustaron a una 
concentración de 800.000 celulas/mL. Se les agregó 1 mL de buffer PBS a cada 
tubo y se centrifugaron a 1.800 rpm por 5 minutos (HERMLE Z206A). Se desechó 
el sobrenadante y se agregó 1 mL de etanol 70% previamente enfriado a -20º C. 
Se dejaron las células fijando toda la noche a 4ºC. Posteriormente, se 
centrifugaron a 1.800 rpm por 5 minutos (HERMLE Z206A), se descartó 




IP al 2% en PBS (1X). Las muestras se dejaron reposando a temperatura 
ambiente y en oscuridad por 15 minutos, y luego se agregaron 300µL de PBS a 
los tubos de citometría. Las células fueron analizadas mediante citómetría de flujo 




Descripción grafica del experimento para medición de proliferación por yoduro de propídio en  
citometría de flujo. DMSO: dimetilsulfóxido, IP: yoduro de propídio, Andro: andrografólida, T: 
Testosterona, DHT: dihidrotestosterona. 
 
6.5.6. Estudio para la medición de apoptosis por tinción doble con 
anexina V/yoduro de propídio en citometría de flujo: 
Este ensayo se basa en la alta afinidad que existe entre la anexina-V 
y la fosfatidilserina. La fosfatidilserina es fosfolípido asociado a la monocapa 
interna de la membrana celular. Al iniciar el proceso de apoptosis, la membrana 
celular sufre alteraciones que culminan en el traspaso de la fosfatidil-serina desde 
la monocapa interna hacia la monocapa externa. Al utilizar anexina-V asociada a 
FITC podemos evidenciar si la fosfatidilserina se encuentra expuesta hacia el 
exterior de la célula, y mediante la tinción con yoduro de propídio podemos 
evaluar la integridad de la membrana celular, puesto que si el colorante no 




Para este experimento se ocuparon tres líneas celulares: Una línea de 
próstata benigna (PWR-1E), una línea de cáncer de próstata sensible a 
andrógenos (LNCaP) y una línea de cáncer de próstata resistente a la castración 
(C4-2), con un n=1. 
Las células fueron cultivadas en placas de cultivo de 100mm x 20mm 
(Nest®) hasta alcanzar una confluencia del 80%, luego, las células fueron 
traspasadas a placa de 6 pocillos (tissue culture test plates 6, TPP®) y cultivadas 
hasta el momento del ensayo con 1ml de medio completo correspondiente a cada 
línea celular (Tabla 6.1). Se sembraron como mínimo 5.000 células por cm2. Los 
cultivos celulares fueron incubados en una estufa de cultivo a 37°C con 5% de 
CO2 hasta alcanzar una confluencia de un 80% para realizar los tratamientos 
correspondientes. 
Una vez que el cultivo alcanzó un 80% de confluencia celular, se 
reemplazó de medio original por medio suplementado con suero tratado con 
carbón activado en los cultivos de células LNCaP y C4-2. Las células se dejaron 
incubando por 12 horas en estufa de cultivo a 37ºC con 5% CO2. A la línea celular 
PWR-1E se le realizó un cambio de medio por su medio completo y se dejó 
incubando por 12 horas en estufa de cultivo a 37ºC con 5% de CO2. Posterior a 
las 12 horas de incubación, se iniciaron los tratamientos con andrografólida y 
andrógenos. Para este experimento, se utilizó una concentración constante de 
andrografólida de 25µM, testosterona (Sigma-Aldrich) 10nM, y DHT (Sigma-
Aldrich) 1nM, diluidos en 1ml de medio suplementado con suero tratado con 
carbón activado.  
En este experimento se utilizaron seis controles: dos controles para 
los vehículos (DMSO y etanol); un control negativo (medio charcoal stripped de 
cada línea), dos controles para la tinción con Ioduro de Propidio y Anexina V 




apoptosis para validar el experimento, en el cual se usó una concentración de 
1.5µM de DMSO por 2 horas. En la figura 6.3 se muestra una descripción gráfica 
del experimento. Las células fueron incubadas en sus respectivos tratamientos 
en estufa de cultivo a 37º C con 5% de CO2 por 48 horas. Pasadas las 48 horas 
de tratamiento, las células fueron recolectadas en tubos eppendorf de 1.5 mL, y 
posteriormente, se centrifugaron (Labnet PrismR™) las células a 1.800 rpm por 
5 minutos y se re-suspendió el pellet celular en 1 mL de buffer PBS. Las células 
se contaron en cámara de Neubauer y se ajustaron a una concentración de 
800.000 células/mL. Luego, las células se transfirieron a tubos de citometría, se 
centrifugaron (HERMLE Z206A) a 1.800 rpm por 5 minutos, y posteriormente 
fueron resuspendidas en 100μL de solución de tinción con 2,5 μL de FITC 
Anexina V y 2,5 μL de IP en binding buffer 1X de acuerdo al protocolo 
recomendado por el fabricante (BD Pharmingen™). Las células fueron incubadas 
en solución de tinción por 20 minutos en oscuridad y a temperatura ambiente, y 
se agregaron a cada tubo 400 μL de binding buffer 1X. Las células se analizaron 
mediante el uso de un citómetro de flujo (Fortessa X20) y utilizando el software 
FCS Express 5. 
  
FIGURA 6.3 
Descripción grafica del experimento para medición de apoptosis por Anexina V y yoduro de 
propídio en citometría de flujo. DMSO: dimetilsulfóxido, IP: yoduro de propídio, Andro: 





6.6. Análisis Estadísticos: 
Los resultados obtenidos fueron analizados mediante el programa 
computacional Graphpad 6 Prism. Los datos se muestran como media ± SD. El 
análisis se realizó utilizando la prueba de one-way ANOVA, seguido del Test de 
comparaciones múltiples de Bonferroni. Las diferencias se consideraron 




















7.5.  Análisis de la Viabilidad de las líneas celulares frente a distintas 
concentraciones de Andrografólida. 
 
La viabilidad celular, frente a la acción de concentraciones crecientes 
de andrografólida, se calculó mediante el ensayo de azul de tripán (Strober, 
2001). Este tipo de ensayo de exclusión de colorante se utiliza para determinar 
el número de células viables, y de esta manera, calcular el porcentaje de 
viabilidad de un cultivo celular. En el ensayo de viabilidad celular, se tomó una 
muestra de cada cultivo celular tras un tratamiento por 48 horas con distintas 
concentraciones de Andrografólida (1, 10, 25, 50, 100 y 200μM). Se contabilizó 
el número de células vivas utilizando un contador celular LUNA®. 
La figura 7.1 muestra la viabilidad celular expresada como porcentaje 
del control (células no tratadas), de las distintas líneas celulares de próstata 
benignas y malignas analizadas. Las líneas celulares benignas (PWR-1E y 
RWPE-1) mostraron una mejor tolerancia a la andrografólida. La mayor diferencia 
en viabilidad celular entre las distintas líneas celulares benignas y malignas se 
observó a la concentración de 50 µM de andrografólida (Fig. 7.1). A esta 
concentración, las líneas celulares benignas (PWR-1E y RWPE-1) presentaron 
una viabilidad mayor al 80% (Fig. 7.1), en tanto que las líneas celulares de cáncer 
de próstata, sensible (LNCaP) y resistentes (C4-2, DU-1459, y PC-3) a la 
castración presentaron una viabilidad celular menor al 50%. La concentración de 
andrografólida de 200 µM fue letal en todas las líneas celulares. El vehículo 
utilizado en las soluciones de andrografólida (DMSO) no mostró efecto 
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Comparación del porcentaje de Viabilidad de las 6 líneas celulares de diferentes 
concentraciones de Andrografólida. Los valores obtenidos en el ensayo de azul de tripán se 
normalizaron como porcentaje sobre su control. 
 
En la figura 7.2 se muestra un gráfico de curva dosis/respuesta 
expresado en forma logarítmica y normalizada como porcentaje sobre el control 
(células no tratadas). A partir de este grafico (Fig. 7.2), se logró definir los distintos 
EC50 para el efecto de andrografólida sobre la viabilidad de las líneas celulares 
de próstata benigna y maligna, cuyos valores se encuentran resumidos en la tabla 
7.1. De este grafico podemos observar que las líneas celulares benignas PWR-




línea celular maligna sensible a la castración LNCaP mostró un EC50 de 46.2µM, 
mayor a los EC50 de las líneas celulares malignas resistentes a la castración C4-
2 (28.1µM), DU-145 (28.9µM) y PC-3 (35.9µM). Esto sugiere que las líneas 
celulares benignas son más tolerantes al efecto de la andrografólida, y que dentro 
de las líneas celulares de cáncer de próstata, la línea celular sensible a la 
castración (LNCaP) es más tolerante a la andrografólida que las líneas resistente 
a la castración (C4-2, DU-145 y PC-3). Este efecto diferencial entre las distintas 
líneas celulares benignas y malignas, se ve mayormente evidenciado a una 
concentración de andrografólida 25µM. 
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FIGURA 7.2 
Comparación de la Viabilidad porcentaje sobre control de las 6 líneas celulares en el logaritmo 
de la concentración de Andrografólida. Grafico muestra la curva logarítmica de los porcentajes 












En el gráfico de barras de la figura 7.3 se muestra la comparación del 
control de cada línea, con los triplicados de la dosis de 25µM de Andrografólida 
en función de viabilidad sobre el control. Como se puede observar  (Fig. 7.3), las 
líneas celulares tumorales mostraron una diferencia significativa con respecto a 
su control, tanto las células sensibles, como las recurrentes a la castración. Por 
otro lado, las dos líneas benignas analizadas, PWR-1E y RWPE-1, no 
presentaron diferencias significativas con respecto a su control. 
A partir de los resultados mencionados anteriormente, se 
seleccionaron las siguientes líneas representativas para los experimentos de 
proliferación y apoptosis: PWR-1E, como modelo de línea epitelial de próstata 
benigna; LNCaP, como línea de cáncer de próstata sensible a andrógenos, y C4-
2, como línea de cáncer de próstata derivada de LNCaP y recurrente a la 
castración. Además, se utilizó la dosis de 25µM de andrografólida para los 
siguientes experimentos, ya que como se muestra en la figura 7.3, es la 
concentración que muestra la mayor diferencia significativa en cuanto a efecto 
sobre viabilidad entre las líneas celulares benignas, sensible a andrógenos y 
resistentes a la castración. 
TABLA 7.1 : EC50 aproximado de cada línea 
celular 
Línea Celular EC50 aproximado 
PWR-1E 137.5 µM 
RWPE-1 131.3 µM 
LnCaP 46.2 µM 
C4-2 28.1 µM 
DU-145 28.9 µM 
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Comparación de la viabilidad obtenida a una concentración 25µM de Andrografolida de cada 
línea celular con su control. En el grafico se encuentran pareado el porcentaje de viabilidad del 
control (color liso) como 100% y a su lado el porcentaje sobre su control de viabilidad obtenida a 
25µM de Andrografólida (achurado).  Los datos representan la media ± SD de los triplicados. * 
P<0.05 Comparando Andrografólida 25µM (achurado) con el Control (color liso) (Two-Way 
ANOVA seguido de Test de Comparaciones múltiples de Bonferroni) 
 
7.6. Análisis del efecto de andrografólida sobre la proliferación de las líneas 
celulares PWR-1E, LNCaP, y C4-2 y el cómo los andrógenos alteran este 
efecto. 
El ciclo celular corresponde a una serie de eventos que tienen lugar 
durante la duplicación celular. G0 es una fase de reposo celular, que representa  
cuando la célula ha abandonado el ciclo y ha dejado de dividirse. Durante la fase 
G1, ocurre la síntesis del RNA, ribosomas y proteínas. La fase S representa la 
síntesis del DNA antes de entrar a la penúltima fase, conocida como G2. En G2, 




fase conocida como la fase de mitosis o fase M, en donde la célula original se 
divide en dos células hijas (Robinson, 1993). En la siguiente figura 7.4 se muestra 
un ejemplo de como se observa el ciclo celular por medio de citometría de flujo.   
 
En la figura 7.5, se observan los resultados obtenidos en citometría de 
proliferación de la línea PWR-1E. En el panel A se muestran los porcentajes de 
células en cada fase del ciclo celular obtenidas de la muestra control. En la fase 
G0G1 se observa un 94,47% de células, mientras que en la fase S un 1,5% y en 
la fase G2M un 1,55%. En el panel B se muestran los porcentajes de células en 
cada fase del ciclo celular posterior al tratamiento con andrografólida 25µM, 
donde se observó un aumento, en comparación con el control, en las fases G0G1 
a un 95,71% y S a un 1,9% mientras que en la fase G2M se observa una 
disminución a un 0,82%. En el panel C se muestran los porcentajes de células 
en las fases del ciclo celular posterior al tratamiento con testosterona 10nM, 
donde se observó una disminución de la fase G0G1 a un 92,35%, mientras que 
aumentaron los porcentajes de células en las fases S a un 1,99% y G2M a un 
1,81%. En el panel D se muestran los porcentajes de células en cada fase del 
ciclo celular obtenidas posterior al tratamiento en conjunto de andrografólida 
 
FIGURA 7.4 
Gráfico de tinción con yoduro de Propídio en Citometría de Flujo. G0G1: Fase de reposo G0 
y fase G1 del ciclo celular. S: Fase de síntesis del ciclo celular. G2M: Fase G2 del ciclo 




25µM y testosterona 10nM, donde se observó una disminución en las fases G0G1 
a un 93,64% y G2M a un 1,54% mientras que aumentó en la fase S a un 2,66%. 
En el panel E se muestran los porcentajes de células en cada fase del ciclo celular 
obtenidos tras el tratamiento con DHT 1nM, donde se observó un aumento en la 
fase G0G1 a un 95,3% mientras que disminuye el porcentaje de células con 
respecto al control en las fases S a un 1,29% y G2M a un 1,29%. En el panel F 
se muestran los porcentajes de células en cada fase del ciclo celular tras el 
tratamiento en conjunto de andrografólida 25µM y DHT 1nM, donde se observó 
una disminución de las fases G0G1 a un 94,14% y G2M a un 1,17% mientras que 
la fase S aumentó a un 3,44%. 
 
En la figura 7.6 se pueden observar los resultados obtenidos en 
citometría de flujo de proliferación de la línea LNCaP. En el panel A se muestran 
los porcentajes de células en las distintas fases del ciclo celular obtenidos de la 
muestra control, indicando que un 91,54% de las células estaba en fase G0G1, 
un 2,79% en fase S y un 5,46% en fase G2M. En el panel B se muestran los 
porcentajes de células en cada fase del ciclo celular obtenidos posterior al 
tratamiento con andrografólida 25µM, donde se observó una disminución en las 
fases G0G1 a un 88,71% y G2M a un 5,51%, mientras que la fase S aumenta a 
un 4,71%. En el panel C se muestran los porcentajes de células en cada fase del 
ciclo celular obtenidos posterior al tratamiento con testosterona 10nM, donde se 
observó que se produce una disminución de células en la fase G0G1 a un 88,38%, 
mientras que aumenta en las fases S a un 4,53% y G2M a un 5,92%. En el panel 
D se muestran los porcentajes de células en las distintas fases del ciclo celular 
posterior al tratamiento en conjunto de andrografólida 25µM y testosterona 10nM, 
donde se observó que, al igual al tratamiento con testosterona, existe una 
disminución en el porcentaje de células en G0G1 a un 86,83% mientras que 
aumenta en las fases S a un 5,39% y G2M a un 6,69%. En el panel E, se muestran 




posteriormente al tratamiento con DHT 1nM, donde se observó una disminución 
de las tres fases, siendo G0G1 a un 86,93%, S a un 2,47% y G2M a un 4,71%. En 
el panel F se muestran los porcentajes de células en cada fase del ciclo celular 
posterior al tratamiento en conjunto con andrografólida 25µM y DHT1nM, donde 
se observó, al igual que en el tratamiento con DHT, una disminución en las tres 
fases, siendo en la fase G0G1 a un 91,09%, en la fase S a un 2,36% y en la fase 
G2M a un 4,65%. 
 
En la figura 7.7 se observan los resultados obtenidos, mediante el uso 
de la citometría de flujo, de la proliferación de la línea C4-2. En el panel A se 
muestran los porcentajes de células obtenidos de las distintas fases del ciclo 
celular en la muestra control, donde se observa que el 82.52% de las células 
estaban en la fase G0G1, el 4.94% de células se encontraban en fase S y el 
11,14% de las células estaban en fase G2M. En el panel B se muestran los 
porcentajes de células en las distintas fases del ciclo celular posterior al 
tratamiento con andrografólida 25µM, donde se ve que la fase G0G1 aumenta con 
respecto al control a un 87,78%, la fase S disminuyó, con respecto al control, a 
un 1,81% y la fase G2M disminuyó también a un 7,83%. En el panel C se 
muestran los porcentajes de células en las distintas fases del ciclo celular 
posterior al tratamiento con testosterona 10nM. Bajo estas condiciones se 
observó una pequeña disminución en la fase G0G1 a un 81,03%, y en la fase S, 
a un 2,94%, mientras que en la fase G2M se produjo un aumento a un 12,92%, 
con respecto al control. En el panel D se muestran los porcentajes de células 
obtenidos en las distintas fases del ciclo celular posterior al tratamiento en 
conjunto de andrografólida 25µM y testosterona 10nM, en donde se observa que, 
al igual con el tratamiento con testosterona sola, se produjo una disminución en 
las fases G0G1 al 80,3% y S al 4,36%. Contrariamente, la fase G2M aumentó a 
un 13,25%. En el panel E se muestran los porcentajes de células en las distintas 




que existe una disminución de las fases G0G1 a un 80,52% y S a un 4,13%, 
mientras que la fase G2M aumentó a un 13,91%. En el panel F se muestran los 
porcentajes de células en las distintas fases del ciclo celular obtenidos posterior 
al tratamiento en conjunto de andrografólida 25µM y DHT 1nM, en donde se 
observó que al igual con el tratamiento con DHT, existe una disminución en las 













































































































































PWR-1E Gráficos de citometría de flujo con la tinción con Ioduro de Propídio (IP) para 
Proliferación. A: Control. B: Concentración de Andrografólida 25µM. C: Concentración de 
Testosterona 10nM. D: Mezcla de Concentración de Andrografólida 25µM más Testosterona 
10nM. E: Concentración de DHT 1nM. F: Mezcla de concentra de Andrografólida 25µM más 


































































































































































LNCaP Gráficos de citometría de flujo con la tinción con Ioduro de Propídio (IP) para 
Proliferación. A: Control. B: Concentración de Andrografólida 25µM. C: Concentración de 
Testosterona 10nM. D: Mezcla de Concentración de Andrografólida 25µM más Testosterona 
10nM. E: Concentración de DHT 1nM. F: Mezcla de concentra de Andrografólida 25µM más 


























































































































































C4-2 Gráficos de citometría de flujo con la tinción con Ioduro de Propídio (IP) para Proliferación. 
A: Control. B: Concentración de Andrografólida 25µM. C: Concentración de Testosterona 10nM. 
D: Mezcla de concentración de Andrografólida 25µM más Testosterona 10nM. E: Concentración 








En la figura 7.8, se comparan las tres líneas celulares en los diferentes 
tratamientos y fases del ciclo. Estos resultados preliminares muestran que: En la 
fase G0G1 el tratamiento con andrografólida aumentó el número de células en 
esta fase de las líneas celulares PWR-1E y C4-2 mientras que disminuyó el 
porcentaje de células de la línea celular LNCaP con respecto a sus respectivos 
controles. El tratamiento con testosterona disminuyó el porcentaje de células en 
esta fase de las tres líneas celulares con respecto a sus respectivos controles. El 
tratamiento en conjunto de andrografólida mas testosterona disminuyó el 
porcentaje de células de las tres líneas celulares. El tratamiento con DHT 
aumentó el porcentaje de células en esta fase de la línea celular PWR-1E, pero 
disminuyó los porcentajes de las líneas celulares LNCaP y C4-2. Por último, el 
tratamiento con andrografólida más DHT disminuyó el porcentaje en las tres 
líneas celulares. En la fase S el tratamiento con andrografólida aumentó el 
porcentaje de células de las líneas celulares PWR-1E y LNCaP y disminuyó el 
porcentaje de la línea celular C4-2. El tratamiento con testosterona aumentó el 
porcentaje de las líneas celulares PWR-1E y LNCaP pero disminuyó el porcentaje 
de células de la línea celular C4-2. El tratamiento con andrografólida mas 
testosterona aumentó los porcentajes de esta fase en las líneas celulares PWR-
1E y LNCaP y disminuyó en las líneas celulares C4-2. El tratamiento con DHT 
disminuyó el porcentaje de las tres líneas celulares. Por último, el tratamiento con 
andrografólida más DHT aumentó el porcentaje de la línea celular PWR-1E y 
disminuyó el porcentaje de células de las líneas celulares LNCaP y C4-2. En la 
fase G2M el tratamiento con andrografólida disminuyó los porcentajes de células 
en esta fase de las líneas celulares PWR-1E y C4-2 mientras que aumentó el 
porcentaje de células de la línea celular LNCaP. El Tratamiento con testosterona 
aumentó el porcentaje de células en las tres líneas. El tratamiento con 
andrografólida mas testosterona disminuyó el porcentaje de células de la línea 
celular PWR-1E y aumentó en las líneas celulares LNCaP y C4-2. El tratamiento 




LNCaP y aumentó el porcentaje en la línea celular C4-2. Por último, el tratamiento 
de andrografólida más DHT disminuyó el porcentaje de células en esta fase de 
las líneas celulares PWR-1E y LNCaP mientras que aumentó este porcentaje en 































































































































P W R -1 E















Gráfico de Barras, comparación de las tres líneas celulares en las diferentes fases del ciclo 





7.7. Análisis de la Apoptosis en las tres líneas celulares a una concentración 
estable de Andrografólida y el efecto de andrógenos sobre esta. 
 
En etapas tempranas de la apoptosis comienzan a ocurrir cambios en 
la superficie de la membrana celular. Una de estas alteraciones, corresponde a 
la translocación del fosfolipido fosfatidilserina desde la monocapa interna de la 
membrana plasmática, hacia la monocapa externa. La anexina-V es una proteína 
dependiente de calcio, que presenta una gran afinidad por la fosfatidilserina. El 
evento de exposición de la fosfatidilserina también ocurre en la necrosis, por lo 
que para poder diferenciar los diferentes estados de muerte celular se suele 
recurrir a un colorante nuclear, en este caso, se usa el yoduro de propídio (IP), el 
cual puede entrar a las células que pierden la integridad de su membrana celular 
y se vuelven permeables, como ocurre en la necrosis y en la apoptosis tardía 
(Vermes, Haanen, Steffens-Nakken, & Reutellingsperger, 1995).  En la siguiente 
figura se muestra un diagrama de los eventos explicados anteriormente. 
 
FIGURA 7.9 
Representación de los eventos de muerte celular y los diferentes marcadores empleados para 
su identificación. Phosphatidylserine: fosfatidilserina, Plasma membrane: Membrana celular, PI: 





En la figura 7.10, se observan los resultados obtenidos en el análisis 
de apoptosis en citometría de flujo de la línea benigna de próstata PWR-1E. En 
el panel A se muestran los porcentajes de células en proceso de apoptosis de la 
muestra control, siendo el porcentaje de células viables un 96,35%, el porcentaje 
de células en apoptosis temprana un 0,75%, el porcentaje de células en apoptosis 
tardía un 0,97% y el porcentaje de células en necrosis un 1,93%. En el panel B 
se muestran los porcentajes de células en proceso de apoptosis posterior al 
tratamiento con andrografólida 25µM, donde se observó una disminución de 
células viables a un 96,24%, una disminución de apoptosis temprana a un 0,33%, 
una disminución de apoptosis tardía a un 0,9% y un aumento de necrosis a un 
2,52%. En el panel C se muestran los porcentajes de células en proceso de 
apoptosis posterior al tratamiento con testosterona 10nM, donde se observó un 
aumento en el porcentaje de células viables a un 97,76%, un aumento de 
apoptosis temprana a un 1,07%, una disminución de apoptosis tardía a un 0,5% 
y una disminución en necrosis a un 0,67%. En el panel D se muestran los 
porcentajes de células en proceso de apoptosis posterior al tratamiento en 
conjunto de andrografólida 25µM con testosterona 10nM, donde se observó un 
aumento en células viables a un 97,19%, una disminución de apoptosis temprana 
a un 0,3%, una disminución de apoptosis tardía a un 0,15% y un aumento en la 
necrosis a un 2,37%. En el panel E se muestran los porcentajes de células en 
proceso de apoptosis posterior al tratamiento con DHT 1nM, donde se observó 
una disminución del porcentaje de células viables a un 96%, un aumento en 
apoptosis temprana a un 2,13%, una disminución de apoptosis tardía a un 0,84%, 
y una disminución en el porcentaje de células en necrosis a un 1,03%. En el panel 
F se muestran los porcentajes de células en proceso de apoptosis posterior al 
tratamiento en conjunto de andrografólida 25µM con DHT 1nM, donde se observó 
un aumento de células viables a un 97,82%, una diminución de células en 
apoptosis temprana a un 0,08%, una disminución de células en apoptosis tardía 
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FIGURA 7.10 
PWR-1E Gráficos de citometría de flujo con la tinción de Anexina V y Ioduro de Propídio (IP) 
para Apoptosis. A: Control. B: Concentración de Andrografólida 25µM. C: Concentración de 
Testosterona 10nM. D: Mezcla de Concentración de Andrografólida 25µM más Testosterona 
10nM. E: Concentración de DHT 1nM. F: Mezcla de concentra de Andrografólida 25µM más 

























































































































































En la figura 7.11, se observan los resultados obtenidos en el análisis 
de apoptosis en citometría de flujo de la línea se cáncer de próstata sensible a 
andrógenos LNCaP. En el panel A se muestran los porcentajes de células en 
proceso de apoptosis de la muestra control, donde se observó que el porcentaje 
de células viables corresponde a un 93,94%, el porcentaje de células en 
apoptosis temprana a un 2,61%, el porcentaje de células en apoptosis tardía a 
un 0,17% y el porcentaje de células en necrosis a un 3,28%. En el panel B se 
muestran los porcentajes de células en proceso de apoptosis posterior al 
tratamiento con andrografólida 25µM, donde se observó que disminuyó el 
porcentaje de células viables a un 85,37%, aumentó el porcentaje de células en 
apoptosis temprana a un 5,79%, aumentó el porcentaje de células en apoptosis 
tardía a un 0,3%, y aumentó la necrosis a un 8,54%. En el panel C se muestran 
los porcentajes de células en proceso de apoptosis posterior al tratamiento con 
testosterona 10nM, donde se observó un aumento de células viables a un 
94,85%, una disminución de apoptosis temprana a un 0,92%, una disminución de 
apoptosis tardía a un 0,0% y un aumento de necrosis a un 4,23%. En el panel D 
se muestran los porcentajes de células en proceso de apoptosis posterior al 
tratamiento en conjunto de andrografólida 25µM con testosterona 10nM, donde 
se observó un aumento de células viables a un 98,16%, una disminución de 
apoptosis temprana a un 1,04%, una disminución de apoptosis tardía a un 0,0% 
y una disminución en necrosis a un 0,8%. En el panel E se muestran los 
porcentajes de células en proceso de apoptosis posterior al tratamiento con DHT 
1nM, donde se observó una disminución de las células viables a un 92,86%, un 
aumento en apoptosis temprana a un 3,86% y un aumento en necrosis a un 
3,29%. En el panel F se muestran los porcentajes de células en proceso de 
apoptosis posterior al tratamiento en conjunto de andrografólida 25µM y DHT 
1nM, donde se observó un aumento en el porcentaje de células viables a un 
96,28%, un aumento en apoptosis temprana a un 3,37%, una disminución de 

















LNCaP Gráficos de citometría de flujo con la tinción de Anexina V y Ioduro de Propídio (IP) para 
Apoptosis. A: Control. B: Concentración de Andrografólida 25µM. C: Concentración de 
Testosterona 10nM. D: Mezcla de Concentración de Andrografólida 25µM más Testosterona 
10nM. E: Concentración de DHT 1nM. F: Mezcla de concentra de Andrografólida 25µM más 









































































































En la figura 7.12, se muestran los resultados obtenidos en el análisis 
de apoptosis mediante citometría de flujo de la línea de cáncer de próstata 
recurrente a la castración C4-2. En el panel A se muestran los valores 
correspondientes a los porcentajes de células de la muestra control que se 
encuentran en los cuadrantes correspondientes a: células viables 78,24%, 
apoptosis temprana 4,81%, apoptosis tardía 6,77% y necrosis 10,18%. En el 
panel B se muestran los valores correspondientes a los porcentajes de células, 
posterior al tratamiento con andrografólida 25µM, donde se observó una 
disminución de células viables a un 72,61%, una disminución de apoptosis 
temprana a un 1,08%, una disminución de apoptosis tardía a un 5,45% y un 
aumento de necrosis a un 20,86%. En el panel C se muestran los valores 
correspondientes a los porcentajes de células posterior al tratamiento con 
testosterona 10nM, donde se observó una disminución de células viables a un 
69,81%, un aumento de apoptosis temprana a un 5%, un aumento de apoptosis 
tardía a un 12,99% y un aumento en la necrosis a un 12,21%. En el panel D se 
muestran los valores correspondientes a los porcentajes de células en procesos 
de apoptosis posterior al tratamiento con andrografólida 25µM y testosterona 
10nM, donde se observó una disminución de células viables a un 74,41%, una 
disminución de apoptosis temprana a un 2,83%, un aumento de apoptosis tardía 
a un 8,46% y un aumento en la necrosis a un 14,28%. En el panel E se muestran 
los porcentajes de células en procesos de apoptosis posterior al tratamiento con 
DHT 1nM, donde se observó una disminución de células viables a un 72,17%, un 
aumento de células en apoptosis temprana a un 4,95%, un aumento en la 
apoptosis tardía a un 9,86% y un aumento en la necrosis a un 13,02%. En el 
panel F se muestran los porcentajes de células en proceso de apoptosis posterior 
al tratamiento en conjunto de andrografólida 25µM y DHT 1nM, donde se observó 
una disminución de células viables a un 76,83%, una disminución de apoptosis 
temprana a un 2,27%, una disminución de apoptosis tardía a un 5,9% y un 













C4-2 Gráficos de citometría de flujo con la tinción de Anexina V y Ioduro de Propídio (IP) para 
Apoptosis. A: Control. B: Concentración de Andrografólida 25µM. C: Concentración de 
Testosterona 10nM. D: Mezcla de Concentración de Andrografólida 25µM más Testosterona 
10nM. E: Concentración de DHT 1nM. F: Mezcla de concentra de Andrografólida 25µM más 



















































































En la figura 7.13, se muestran 4 gráficos de barra comparativos de los 
distintos estadios analizados: células viables, apoptosis temprana, apoptosis 
tardía y necrosis. Los porcentajes mostrados en los siguientes gráficos fueron 
obtenidos de los experimentos anteriores (figuras 7.10, 7.11 y 1.12) con el fin de 
realizar una comparación de los diferentes tratamientos entre las tres líneas 
celulares.  
En el gráfico comparativo de células viables, el tratamiento con 
andrografólida disminuyó los porcentajes de las tres líneas celulares. El 
tratamiento con testosterona aumentó los porcentajes de las líneas celulares 
PWR-1E y LNCaP y disminuyó el porcentaje de la línea celular C4-2. El 
tratamiento en conjunto de andrografólida y testosterona aumentó los porcentajes 
de las líneas celulares PWR-1E y LNCaP y disminuyó el porcentaje de la línea 
celular C4-2. El tratamiento con DHT disminuyó los porcentajes de las tres líneas 
celulares. Y el tratamiento en conjunto con andrografólida y DHT aumentó los 
porcentajes de las líneas celulares PWR-1E y LNCaP y disminuyó el porcentaje 
de la línea celular C4-2 comparándolas con sus respectivos controles. En el 
gráfico comparativo de células en apoptosis temprana el tratamiento con 
andrografólida disminuyó el porcentaje de células en apoptosis temprana de las 
líneas celulares PWR-1E y C4-2, mientras que aumentó este porcentaje en la 
línea celular  LNCaP. El tratamiento con testosterona aumentó el porcentaje de 
células en apoptosis temprana de las líneas celulares PWR-1E y C4-2 mientras 
que disminuyó el porcentaje de la línea celular LNCaP. El tratamiento en conjunto 
de andrografólida y testosterona disminuyó los porcentajes de las tres líneas 
celulares. El tratamiento con DHT aumentó los porcentajes de células en 
apoptosis temprana de las tres líneas celulares. Y el tratamiento en conjunto de 
andrografólida y DHT disminuyó los porcentajes de las líneas celulares PWR-1E 
y C4-2 y aumentó el porcentaje de la línea celular LNCaP. En el gráfico 
comparativo de células en apoptosis tardía el tratamiento con andrografólida 




aumentó el porcentaje de la línea celular LNCaP. El tratamiento con testosterona 
disminuyó los porcentajes de células en las líneas celulares PWR-1E y LNCaP, 
y aumentó el porcentaje en la línea celular C4-2. El tratamiento en conjunto de 
andrografólida y testosterona disminuyó los porcentajes de células en apoptosis 
tardía de las líneas celulares PWR-1E y LNCaP, y aumentó el porcentaje de la 
línea celular C4-2. El tratamiento con DHT disminuyó el porcentaje de células en 
apoptosis tardía de las líneas celulares PWR-1E y LNCaP, y aumentó el 
porcentaje de células de la línea celular C4-2. Y el tratamiento en conjunto de 
andrografólida con DHT disminuyó el porcentaje de células en apoptosis tardía 
de las tres líneas celulares comparadas con sus controles respectivamente.  
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Gráfico de Barras, comparación de las tres líneas celulares en las diferentes estadios de muerte 




8. DISCUSIÓN  
 
Debido a que el crecimiento de las células de cáncer de próstata 
dependen de la presencia de andrógenos, la terapia de deprivación androgénica 
ha sido el principal tratamiento para pacientes con cáncer de próstata 
metastásico desde que se reconoció esta enfermedad como sensible a 
andrógenos (Huggins & Hodges, 1972). La mayoría de los pacientes con cáncer 
de próstata responden inicialmente a la deprivación androgénica, sin embargo, 
aquellos pacientes que inicialmente responden a esta terapia, usualmente recaen 
debido al re-crecimiento de células tumorales, resistentes a la castración. Se 
sabe que en tumores resistentes a la castración existen niveles residuales de 
andrógenos y que la cascada de señales activadas por el receptor de andrógenos 
aún se mantiene activa (Liu et al., 2011). Las células de cáncer de próstata 
resistentes a la castración a menudo siguen expresando proteínas sensibles a 
andrógenos, cuya expresión es mediada por el receptor de andrógenos, como 
por ejemplo, el antígeno prostático específico (PSA) (van der Kwast et al., 1991).  
La andrografólida es una lactona diterpenoide derivada de la 
Andrographis paniculata, una planta medicinal que crece en India y Sri Lanka que 
se utiliza para en tratamientos de infecciones, como antiinflamatorio y que 
recientemente se conoce que tiene propiedades antitumorales (Cheung et al, 
2005). El estudio realizado por Liu et al (2011) demuestra que la andrografólida 
es capaz de disminuir la expresión de RNA mensajero que codifica para la 
síntesis del receptor de andrógenos, que evita la activación del receptor, que 
induce el proceso de apoptosis mediante la vía de las caspasas (específicamente 
la 8) y que induce la síntesis de RNA mensajeros de genes supresores de 
tumores como el UGT2B15 y la Maspina en células de cáncer de próstata 
resistentes a la castración. En este último estudio también se vio que la expresión 




células incluía dosis fisiológicas de andrógenos, lo que sugiere que la presencia 
de andrógenos podría inactivar la acción de la andrografólida. 
Nuestro primer objetivo fue realizar curvas de dosis respuesta en 
cultivos celulares de líneas comerciales de células prostáticas benignas y 
cancerígenas, tanto sensibles a andrógenos como resistentes a la castración, 
frente a diferentes concentraciones de andrografólida (1, 10, 25, 50, 100 y 
200μM). Los resultados obtenidos (figura 7.1) demuestran que la andrografólida 
tiene un efecto diferencial entre las líneas benignas y malignas, disminuyendo la 
viabilidad de las células malignas a una menor concentración que a las células 
benignas (PWR-1E y RWPE-1) y que entre la línea maligna sensible (LNCaP) y 
las líneas malignas resistentes a la castración (DU-145 y PC-3) también se 
produce el mismo efecto, disminuyendo la viabilidad de las células resistentes a 
la castración a una menor concentración que las células sensibles a la castración. 
Nuestros resultados coinciden con lo  reportado por  Liu et al.(2011); la viabilidad 
de las células varia de forma dosis dependiente, al aumentar la concentración de 
andrografólida, menor es la viabilidad obtenida. Chun et al. (2010) sugieren que 
la andrografólida tiene un efecto diferencial al realizar un experimento similar 
entre una línea benigna (PzHPV-7) y dos líneas cancerígenas recurrentes a la 
castración (DU-145 y PC-3). En este experimento se vio que la andrografólida 
afectaba a una menor concentración a las líneas malignas que a las líneas 
benignas. Este efecto podría deberse a la capacidad que tiene la andrografólida 
de inhibir la expresión de IL-6. 
 La IL-6 es una glicoproteína que forma parte de la familia de las 
citoquinas, tiene un rol sumamente importante al regular la respuesta inmune y 
hematopoyesis, e inducir, ya sea diferenciación o crecimiento de diferentes tipos 
celulares (Chun et al., 2010). Existe evidencia que sugiere que IL-6 está 
involucrada en el desarrollo y progresión de cáncer recurrente a la castración 




1999). Estudios previos demostraron que IL-6 actúa como factor de crecimiento 
paracrino en una línea celular de cáncer de próstata sensible a andrógenos 
(LNCaP) y como factor de crecimiento autocrino en una línea de cáncer de 
próstata recurrente a la castración (DU-145 y PC-3) (Okamoto et al., 1997). Como 
se mencionó anteriormente, la andrografólida es capaz de inhibir la expresión de 
IL-6 por lo que se sugiere que la andrografólida podría estar inhibiendo las vías 
paracrinas y autocrinas de crecimiento celular de las líneas celulares sensibles a 
andrógenos y recurrentes a la castración, respectivamente.  
Otra forma de acción por parte de la andrografólida se explica  acorde 
a los estudios realizados por Liu et al, (2011), la andrografólida podría inhibir la 
expresión tanto proteica como de RNAm del receptor de andrógeno. En ese 
estudio, se demostró, mediante análisis de RT-PCR y western blot, que la 
andrografólida inhibe la expresión, tanto del RNA mensajero como de la proteína, 
del receptor de andrógeno y se postuló que la andrografólida pudiese inducir una 
disociación entre el receptor y su proteína chaperona Hsp90 y subsecuentemente 
degradar al receptor mediante la acción de los proteosomas (Liu et al., 2011). Por 
otra parte, la andrografólida impide la translocación del receptor de andrógeno al 
núcleo y, además, previene que el receptor de andrógenos reclute a los 
promotores necesarios de los genes dependientes de la activación mediante el 
receptor. Por último, el receptor de andrógeno también puede ser activado en 
ausencia o en muy bajas concentraciones de andrógenos por comunicación con 
otras vías de señalización (Sadar, 1999) (Hobisch et al., 1998). Mutaciones, 
deleciones y amplificaciones del gen del receptor de andrógeno o alteraciones en 
las interacciones entre el receptor y sus co-reguladores pueden aumentar la 
sensibilidad del receptor a los bajos niveles de andrógenos circulantes. Debido a 
esto, es que una activación anormal del receptor de andrógeno juega un rol 
esencial en el desarrollo de la resistencia a la castración. Esta 
hipersensibilización del receptor de andrógenos en células tumorales también 




andrografólida, lo que podría explicar en parte el efecto diferencial de la droga. 
Estos antecedentes sugieren que la andrografólida podría disminuir la 
proliferación de las células malignas de próstata mediante la  inhibición de la 
expresión del receptor de andrógeno y la expresión de IL-6. 
El hecho de que la andrografólida no afecte las líneas celulares de 
próstata benigna podría deberse a que no son dependientes para su crecimiento 
de la señalización paracrina ni autocrina mediada por IL-6 (Adler et al., 1999), por 
lo que la acción de la andrografólida en este tipo celular no tendría efecto.  
La capacidad de la andrografólida de inhibir la expresión del receptor 
de andrógenos pudiese no estar sucediendo en las líneas celulares de próstata 
benigna debido a que el receptor no ha sufrido ninguna modificación, no ha 
mutado ni se ha amplificado, por lo que su sensibilidad no se ha visto afectada. 
Incluso, los resultados obtenidos en nuestro experimento sugieren que bajas 
concentraciones de andrografólida en una de las líneas celulares benignas de 
próstata (PWR-1E) aumentan la viabilidad en comparación con su control (Figura 
7.1) por lo que es posible que la andrografólida en bajas concentraciones afecte 
de tal manera que aumenta la afinidad del receptor de andrógeno por su sustrato 
o que tiene un efecto protector en bajas concentraciones en las células de 
próstata frente a una injuria (N. Yang et al., 2014). La concentración de 
andrografólida de 25 μM, fue seleccionada para los siguientes estudios, puesto 
que a esta concentración se determinó que existe la mayor diferencia de efecto 
de andrografólida entre las tres líneas previamente mencionadas (Figura 7.2).  
A una con concentración de 25μM de andrografólida, el efecto de la 
andrografólida sobre las distintas líneas celulares comparadas con su control solo 
muestra un efecto significativo sobre la línea maligna sensible a la castración 
LNCaP y las líneas malignas resistentes a la castración DU-145, PC-3 y C4-2. 




cambios significativos sobre su viabilidad cuando fueron tratadas con esta 
concentración de andrografólida. 
La acción de la andrografólida (25μM) sobre la proliferación y la 
apoptosis fue estudiada en cultivos celulares de una línea celular benigna (PWR-
1E), una línea celular maligna sensible a andrógenos (LNCaP) y una línea celular 
maligna resistente a la castración (C4-2) en ausencia y presencia de andrógenos 
(testosterona 10nM y dihidrotestosterona 1nM). Estos  experimentos se 
realizaron utilizando la técnica de citometría de flujo mediante la tinción de yoduro 
de propídio, o de Anexina V/IP.  
En la línea de células inmortalizadas de próstata benigna PWR-1E, no 
existen cambios en cuanto a los valores de las fases G1G0, S ni G2M cuando se 
ve expuesta a la andrografólida (Figura 7.5 panel B). Cuando la célula se 
maligniza, sufre alteraciones genéticas que afectan al receptor de andrógenos, 
estas mutaciones lo vuelven más sensible y facilitan su activación, pero estos 
cambios también podría volver a la célula y a su receptor de andrógenos más 
susceptible a la acción de la andrografólida, o que la andrografólida necesita una 
concentración determinada para ejercer un efecto citotóxico para la célula (N. 
Yang et al., 2014). La única diferencia en cuanto al porcentaje de células en las 
distintas fases del ciclo celular observada en PWR-1E fue en el experimento con 
exposición simultánea a andrografólida y andrógenos (Figura 7.5 paneles D y F), 
donde vemos que la andrografólida potencia de alguna manera la síntesis de 
DNA en conjunto con testosterona y DHT. Esto puede deberse a la existencia de 
una competencia entre andrografólida y los andrógenos por su receptor, y que 
este último, en presencia de la andrografólida, se vuelva más afín por los 
andrógenos, incentivando la síntesis de DNA para la posterior proliferación. 
En la línea de células de cáncer de próstata sensible a andrógenos 
LNCaP, el arresto por acción de la andrografólida 25μM ocurre en fase S del ciclo 




que puede sugerir que la andrografólida inhiba el paso de fase S a G2M 
impidiendo que la célula prolifere, activando la señalización de las vías de 
apoptosis (Peng et al., 2015). En el ensayo, en presencia de la concentración de 
testosterona 10nM (Figura 7.6 panel C), las células LNCaP aumentan en fase S 
pero no aumenta la fase G2M, esto podría deberse al tiempo de duplicación 
celular, que para esta línea como también PWR-1E es de aproximadamente 60 
horas. En el experimento con DHT 1nM (Figura 7.6 panel E), también existe una 
disminución de la fase G0G1 y un aumento en fase S, lo que implica que estas 
células de cáncer de próstata  sensibles a andrógenos se activan mediante el 
receptor de andrógenos e inicia su preparación para la división celular, 
duplicando de su material genético. En cuanto a los experimentos con exposición 
simultánea a testosterona y DHT (Figuras 7.6 paneles D y F), resulta que las 
células LNCaP, al igual que las células C4-2, no disminuyen sus fases S ni G2M, 
por lo que se sugiere que la presencia de andrógenos imposibilita el actuar de la 
andrografólida sobre esta línea celular.  
El porcentaje de células en las distintas fases del ciclo celular difieren 
entre las distintas líneas celulares, siendo la línea con más variaciones la línea 
maligna resistente a castración C4-2. Las células C4-2 quedan en arresto G0G1 
cuando se ven expuestas a la andrografólida, y disminuye considerablemente la 
fase G2M respecto a su control. Pero es en la fase S es donde ocurre la mayor 
variación, la exposición a andrografólida indujo que la cantidad de células en fase 
S disminuyera un 60% con respecto al control (Figura 7.7 panel B). Esto se puede 
deber a una inactivación de la ciclina D1 o de su quinasa, la CDK4, las cuales 
regulan el ciclo celular en la fase G0G1 para poder progresar a la fase S (Wong 
et al., 2014). Por lo demás, en presencia de testosterona  (Figura 7.7 panel C) se 
produce un aumento tanto en la fase G2M y una disminución en las fases G0G1 y 
S, lo que se produciría por la activación del receptor de andrógeno debido 
probablemente a la interacción del receptor con su sustrato. Mientras que en 




aumenta. De manera interesante, se observó que la andrografólida no tendría 
efecto sobre la línea celular C4-2 cuando existe presencia de testosterona o DHT 
(Figura 7.7 paneles D y F). Los valores de la fase G0G1 no varían respecto  al 
control en presencia de andrógenos, mas andrografólida. Pero los valores de la 
fase S y G2M aumentan en presencia de andrografólida y andrógenos. Distinto a 
lo que proponen Zhang et al, (2013) que en líneas celulares de cáncer de próstata 
recurrente a castración DU-145, demostraron que a una dosis de andrografólida 
40μM se produce un arresto del ciclo en la fase G2M debido a que la 
andrografólida tendría efecto sobre la formación de los microtúbulos del huso 
mitótico (Zhang, Al Zaharna, Wong, Chiu, & Cheung, 2013). Pero cabe destacar 
que un arresto del ciclo celular mediante la acción de la andrografólida es variable 
dependiendo del tipo celular que se vea afectado. Se ha demostrado que la 
andrografólida produce un arresto en la fase G0G1 en distintos tipos de cáncer 
(Cheung et al., 2005) (Shi et al., 2008). Esto podría explicar por qué las líneas 
celulares C4-2 y DU-145, a pesar de que ambas son líneas celulares de cáncer 
de próstata recurrentes a castración, podrían tener un efecto distinto entre sí.  
 
Como se puede observar en los resultados de apoptosis con tinción 
doble de Anexina V/IP, en la concentración de andrografólida 25µM de la línea 
en las células benignas de próstata PWR-1E, no parece afectar de mayor manera 
sobre apoptosis, ya que los parámetros se mantienen muy similares a los de su 
control (Figura 7.10 panel B). En presencia de andrógenos, tanto testosterona 
como DHT, la apoptosis temprana se ve levemente aumentada, pero al usar los 
andrógenos en presencia de andrografólida, los valores vuelve a ser cercanos al 
control y a la concentración de andrografólida.  Esto podría deberse a los mismos 
fenómenos comentados previamente, ya sea que al no existir una alteración en 
el receptor de andrógenos, la andrografólida es incapaz de efectuar una acción 




por el receptor, siempre y cuando exista una competencia por el receptor entre 
la andrografólida y los andrógenos. Por otro lado también considerar que el efecto 
citotóxico de la andrografólida depende de la concentración y que esta 
concentración puede ser insuficiente para enviar una señal de activación a las 
procaspasas presentes en las células. Otra arista sería considerar un efecto 
directo de los andrógenos sobre la andrografólida, inhibiendo su acción 
apoptótica. 
En la línea celular de cáncer de próstata sensible a andrógenos, 
LNCaP, en la concentración de andrografólida 25µM (Figura 7.11 panel B), el 
porcentaje de células en apoptosis temprana y necrosis aumenta con respecto a 
su control, mientras que el porcentaje de células viables disminuye. En presencia 
solo de andrógenos, no varía muchos los porcentajes, solo se puede denotar que 
disminuya completamente la concentración de células en apoptosis tardía. 
Mientras que en la presencia de andrógenos con la dosis de andrografólida, 
disminuye  considerablemente los porcentajes de necrosis y apoptosis temprana 
en relación a la presencia de andrografólida 25µM. Este efecto pude deberse a 
la regulación por aumento de factores pro-apoptóticos como las proteinas Bax y 
la caspasa 3 efectora, como de la p53 (Li, Cheung, Zhang, Chan, & Fong, 2007). 
Por otro lado, la presencia de andrografólida en la línea celular C4-2 
genera un aumento de la necrosis prácticamente al doble sobre el control (Figura 
7.12 panel B), mientras que la apoptosis temprana y la tardía disminuyen 
considerablemente en relación al control. En presencia de andrógenos, como la 
testosterona (Figura 7.12 panel C), se vio disminuido el porcentaje de células 
viables, y aumentado el porcentaje de células en apoptosis tardía al doble. En 
presencia de DHT (Figura 7.12 panel E) solo se vio aumentado levemente el 
porcentaje de células en apoptosis tardía, manteniendo los otros estadios muy 
parecidos a su control, esto se debe a que el receptor de andrógenos al ser 




factores y dependiendo de los co-factores a los que se una va a metilar o acetilar 
el DNA produciendo diferentes efectos como, llevar a las células a apoptosis 
(Grossmann, Huang, & Tindall, 2001). Cuando se utilizó la dosis de 
andrografólida con andrógenos (Figuras 7.12 paneles D y F), el porcentaje de 
células viables se vio aumentada en comparación a los porcentajes obtenidos en 
las concentraciones de andrógenos por sí solos. Así mismo, el porcentaje de 
necrosis no aumento de manera considerable como cuando se encontraba solo 
la presencia de andrografólida, pero tanto los porcentajes de apoptosis tardía y 
temprana se vieron levemente aumentados en relación a la presencia única de 
testosterona y levemente disminuidos comparados a la presencia de 
andrografólida 25µM. Las vías de señalización que puede estar activando la 
andrografólida sugieren que pueden estar actuando la vía mitocondrial por 
aumento de Bcl-2, activando a las proteínas Bax produciendo multiporos en la 
membrana de las mitocondrias, permitiendo que la proteína citocromo C se libere 
al citoplasma y active vías de proteínas pro-apoptoticas como la caspasa 9. Esta 
proteína activará la vía de las caspasas 3, desencadenando la última etapa de la 










9. CONCLUSIÓN  
Los resultados obtenidos concuerdan con nuestra hipótesis inicial que 
sugiere que la andrografólida tiene un efecto diferencial frente a las distintas 
líneas células de cáncer de próstata, observándose un efecto mayor en aquellos 
cultivos de líneas celulares de cáncer de próstata resistentes a la castración y 
metastásicos.  
La andrografólida tiene un efecto dosis dependiente en los diferentes 
cultivos. Concentraciones superiores a los 100µM resultaron ser letales para 
todas las líneas celulares, pero a concentraciones menores a 50µM las líneas de 
cáncer de próstata son considerablemente más afectadas que las líneas 
benignas. Con una dosis estable de la droga de 25 µM, se observó que las líneas 
de cáncer de próstata más agresivas, resistentes a la castración, son más 
afectadas por la andrografólida que la línea sensible a andrógenos. 
Adicionalmente, se observó que la presencia de andrógenos como testosterona 
o DHT, inhiben la acción de la andrografólida, lo que sugiere que una terapia dual 
más efectiva podría ser la terapia de deprivación de andrógenos con el uso de 
esta droga. Considerando que estos estudios son preliminares, sugerimos que 
se pueden hacer experimentos de actividad trascripcional a concentraciones 
crecientes de andrografólida, para evaluar el desplazamiento de los andrógenos 
por el aumento de la concentración de la droga, puesto que nuestra data sugiere 
que existiría una competición entre los andrógenos y la andrografólida por el 
receptor de andrógenos, y de esta manera se podría tener un mejor 
entendimiento de como interaccionan ambos. Además, el estudio del efecto de 
andrografólida en modelos de tumores de próstata in vivo inducidos en animales 
de experimentación, permitirán una mejor comprensión de los efectos biológicos 
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Product Sheet de las líneas celulares ATCC® 
ANEXO A 
Organism: Homo sapiens, human
Tissue:
prostate
Cell Type: epithelial
Age: 67 years
Gender: male
Morphology: epithelial
Growth Properties: adherent
Isoenzymes:
AK­1, 1
ref
ES­D, 1
ref
G6PD, B
ref
GLO­I, 2
ref
Me­2, 0
ref
PGM1, 1
ref
PGM3, 1
ref
DNA Profile:
Amelogenin: X,Y
CSF1PO: 10,12
D13S317: 12
D16S539: 12,13
D5S818: 11,13
D7S820: 9,11
THO1: 8,9.3
TPOX: 8,11
vWA: 14,16
Cytogenetic Analysis: At passage 42, a majority of the cells were in the 56­59 range; XY
Refer to the Certificate of Analysis for batch­specific test results.
ATCC highly recommends that protective gloves and clothing always be used and a full face mask always be
worn when handling frozen vials. It is important to note that some vials leak when submersed in liquid nitrogen
and will slowly fill with liquid nitrogen. Upon thawing, the conversion of the liquid nitrogen back to its gas
phase may result in the vessel exploding or blowing off its cap with dangerous force creating flying debris.
1.  Check all containers for leakage or breakage.
2.  Remove the frozen cells from the dry ice packaging and immediately place the cells at a temperature
below ­130°C, preferably in liquid nitrogen vapor, until ready for use.
To insure the highest level of viability, thaw the vial and initiate the culture as soon as possible upon receipt. If
upon arrival, continued storage of the frozen culture is necessary, it should be stored in liquid nitrogen vapor
phase and not at –70°C.  Storage at –70°C will result in loss of viability.
SAFETY PRECAUTION: ATCC highly recommends that protective gloves and clothing always be
used and a full face mask always be worn when handling frozen vials.  It is important to note that
some vials leak when submersed in liquid nitrogen and will slowly fill with liquid nitrogen.  Upon thawing, the
conversion of the liquid nitrogen back to its gas phase may result in the vessel exploding or blowing off its
cap with dangerous force creating flying debris.
Description
Batch­Specific Information
SAFETY PRECAUTION
Unpacking & Storage Instructions
Handling Procedure for Frozen Cells
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Product Sheet
PWR­1E (ATCC® CRL­
11611™)
Please read this FIRST
 
Storage Temp.
liquid nitrogen
vapor phase
  Biosafety Level
2
Intended Use
This product is intended for research use only. It is not
intended for any animal or human therapeutic or
diagnostic use.
Complete Growth Medium
The base medium for this cell line is provided by
Invitrogen (GIBCO) as part of a kit: Keratinocyte Serum
Free Medium (K­SFM), Kit Catalog Number 17005­042.
This kit is supplied with each of the two additives
required to grow this cell line (bovine pituitary extract
(BPE) and human recombinant epidermal growth factor
(EGF). To make the complete growth medium, you will
need to add the following components to the base
medium:
0.05 mg/ml BPE ­ provided with the K­SFM kit
5 ng/ml EGF ­ provided with the K­SFM kit. NOTE: Do
not filter complete medium.
Citation of Strain
If use of this culture results in a scientific publication, it
should be cited in that manuscript in the following
manner: PWR­1E (ATCC® CRL­11611™)
1.  Thaw the vial by gentle agitation in a 37°C water bath. To reduce the possibility of contamination, keep
the O­ring and cap out of the water.  Thawing should be rapid (approximately 2 minutes).
2.  Remove the vial from the water bath as soon as the contents are thawed, and decontaminate by
dipping in or spraying with 70% ethanol. All of the operations from this point on should be carried out
under strict aseptic conditions.
3.  It is recommended that the cryoprotective agent be removed immediately.  Centrifuge the cell
suspension at approximately 125 x g for 5 to 7 minutes.  Discard the supernatant and resuspend the
cell pellet in an appropriate amount of fresh growth medium.
4.  Transfer the vial contents to an appropriate size vessel.  It is important to avoid excessive alkalinity
of the medium during recovery of the cells.  It is suggested that, prior to the addition of the vial
contents, the culture vessel containing the growth medium be placed into the incubator for at least
15 minutes to allow the medium to reach its normal pH (7.0 to 7.6).
5.  Incubate the culture at 37°C in a suitable incubator.  A 5% CO2 in air atmosphere is recommended if
using the medium described on this product sheet.
The flask was seeded with cells (see specific batch information) grown and completely filled with medium at
ATCC to prevent loss of cells during shipping.
1. Upon receipt visually examine the culture for macroscopic evidence of any microbial contamination. Using
an inverted microscope (preferably equipped with phase­contrast optics), carefully check for any evidence
of microbial contamination.  Also check to determine if the majority of cells are still attached to the bottom of
the flask; during shipping the cultures are sometimes handled roughly and many of the cells often detach and
become suspended in the culture medium (but are still viable).
2. If the cells are still attached, aseptically remove all but 5 to 10 ml of the shipping medium. The shipping
medium can be saved for reuse.  Incubate the cells at 37°C in a 5% CO2 in air atmosphere until they are ready
to be subcultured.
3. If the cells are not attached, aseptically remove the entire contents of the flask and centrifuge at 125 x g
for 5 to 10 minutes.  Remove shipping medium and save.  Resuspend the pelleted cells in 5 ml of this medium
and add to 25 cm2 flask.  Incubate at 37°C in a 5% CO2 in air atmosphere until cells are ready to be
subcultured.
Protocol:
1.  Remove and discard culture medium.
2.  Briefly rinse the cell layer with Ca++/Mg++ free Dulbecco's phosphate­buffered saline (D­PBS).
3.  Add 2.0 to 3.0 mL (to a T­25 flask) or 3.0 to 4.0 mL (to a T­75 flask) of 0.05% Trypsin ­ 0.53mM EDTA
solution, diluted 1:1 with D­PBS, and place flask in a 37C incubator for 5 to 8 minutes. Observe cells
under an inverted microscope until cell layer is dispersed (usually within 5 to 10 minutes).
Note: To avoid clumping do not agitate the cells by hitting or shaking the flask while waiting for the
cells to detach.
4.  Add 6.0 to 8.0 mL of 0.1% Soybean Trypsin Inhibitor (or 2% fetal bovine serum in D­PBS), as
appropriate, and aspirate cells by gently pipetting.
5.  Transfer cell suspension to centrifuge tube and spin at approximately 125 x g for 5 to 7 minutes.
6.  Discard supernatant and resuspend cells in fresh serum­free growth medium. Add appropriate
aliquots of cell suspension to new culture vessels. An inoculum of 2 X 104 to 4 X 104 viable cells/cm2
is recommended.
7.  Incubate cultures at 37°C. We recommend that you maintain cultures at a cell concentration between 4
X 104 and 7 X 104 cells/cm2.
Cells grown under serum­free or reduced serum conditions may not attach strongly during the 24 hours after
subculture and should be disturbed as little as possible during that period. 
Subcultivation Ratio: A subcultivation ratio of 1:3 to 1:5 is recommended
Medium Renewal: Every 2 days
Complete growth medium described above supplemented with 7.5% (v/v) DMSO. Cell culture tested DMSO is
available as ATCC® Catalog No. 4­X.
Tumor Suppressor gene(s): p53 + [PubMed: 8761420] Human prostatic epithelial cells, derived from a normal
prostate with mild hyperplasia, were immortalized with an adenovirus 12­SV40 hybrid virus (Ad12­SV40).
PWR­1E cells organize into acini and secrete PSA into the lumen, when exposed to androgen.
Handling Procedure for Flask Cultures
Subculturing Procedure
Cryopreservation Medium
Comments
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Product Sheet
PWR­1E (ATCC® CRL­
11611™)
Please read this FIRST
 
Storage Temp.
liquid nitrogen
vapor phase
  Biosafety Level
2
Intended Use
This product is intended for research use only. It is not
intended for any animal or human therapeutic or
diagnostic use.
Complete Growth Medium
The base medium for this cell line is provided by
Invitrogen (GIBCO) as part of a kit: Keratinocyte Serum
Free Medium (K­SFM), Kit Catalog Number 17005­042.
This kit is supplied with each of the two additives
required to grow this cell line (bovine pituitary extract
(BPE) and human recombinant epidermal growth factor
(EGF). To make the complete growth medium, you will
need to add the following components to the base
medium:
0.05 mg/ml BPE ­ provided with the K­SFM kit
5 ng/ml EGF ­ provided with the K­SFM kit. NOTE: Do
not filter complete medium.
Citation of Strain
If use of this culture results in a scientific publication, it
should be cited in that manuscript in the following
manner: PWR­1E (ATCC® CRL­11611™)
PWR­1E cells organize into acini and secrete PSA into the lumen, when exposed to androgen. When injected
with Matrigel or with stromal cells, into athymic male rodents, PWR­1E cells also organize into acini and
produce PSA [Webber MM, personal communication].
 
 
References and other information relating to this product are available online at www.atcc.org.
Appropriate safety procedures should always be used with this material. Laboratory safety is discussed in
the current publication of the Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories from the U.S.
Department of Health and Human Services Centers for Disease Control and Prevention and National Institutes
for Health.
ATCC Warranty
The viability of ATCC® products is warranted for 30 days from the date of shipment, and is valid only if the
product is stored and cultured according to the information included on this product information sheet. ATCC
lists the media formulation that has been found to be effective for this strain. While other, unspecified media
may also produce satisfactory results, a change in media or the absence of an additive from the ATCC
recommended media may affect recovery, growth and/or function of this strain. If an alternative medium
formulation is used, the ATCC warranty for viability is no longer valid.
Disclaimers
This product is intended for laboratory research purposes only. It is not intended for use in humans.
While ATCC uses reasonable efforts to include accurate and up­to­date information on this product sheet,
ATCC makes no warranties or representations as to its accuracy. Citations from scientific literature and
patents are provided for informational purposes only. ATCC does not warrant that such information has been
confirmed to be accurate.
This product is sent with the condition that you are responsible for its safe storage, handling, and use. ATCC
is not liable for any damages or injuries arising from receipt and/or use of this product. While reasonable effort
is made to insure authenticity and reliability of strains on deposit, ATCC is not liable for damages arising from
the misidentification or misrepresentation of cultures.
Please see the enclosed Material Transfer Agreement (MTA) for further details regarding the use of this
product. The MTA is also available on our Web site at www.atcc.org
Additional information on this culture is available on the ATCC web site at www.atcc.org.
© ATCC 2013. All rights reserved. ATCC is a registered trademark of the American Type Culture Collection. [02/23]
References
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Product Sheet
PWR­1E (ATCC® CRL­
11611™)
Please read this FIRST
 
Storage Temp.
liquid nitrogen
vapor phase
  Biosafety Level
2
Intended Use
This product is intended for research use only. It is not
intended for any animal or human therapeutic or
diagnostic use.
Complete Growth Medium
The base medium for this cell line is provided by
Invitrogen (GIBCO) as part of a kit: Keratinocyte Serum
Free Medium (K­SFM), Kit Catalog Number 17005­042.
This kit is supplied with each of the two additives
required to grow this cell line (bovine pituitary extract
(BPE) and human recombinant epidermal growth factor
(EGF). To make the complete growth medium, you will
need to add the following components to the base
medium:
0.05 mg/ml BPE ­ provided with the K­SFM kit
5 ng/ml EGF ­ provided with the K­SFM kit. NOTE: Do
not filter complete medium.
Citation of Strain
If use of this culture results in a scientific publication, it
should be cited in that manuscript in the following
manner: PWR­1E (ATCC® CRL­11611™)
Organism: Homo sapiens, human
Tissue:
prostate
Disease: normal
Cell Type: epithelial
Age: 54 years adult
Gender: male
Morphology: epithelial
Growth Properties: adherent
Virus Susceptibility:
Viral Testing:   ATCC confirmed this cell line is positive for the presence of HPV viral DNA sequences via
PCR.
Isoenzymes:
AK­1, 1
ES­D, 2
G6PD, B
GLO­I, 1­2
Me­2, 0
PGM1, 2
PGM3, 1
DNA Profile:
Amelogenin: X,Y
CSF1PO: 13
D13S317: 8,14
D16S539: 9,11
D5S818: 12,15
D7S820: 10,11
THO1: 8,9.3
TPOX: 8,11
vWA: 14,18
Cytogenetic Analysis: At passage 32, a majority of the cells were in the diploid range (45­51) with two
main populations: 45, X,­Y and 51, XY.
Refer to the Certificate of Analysis for batch­specific test results.
ATCC highly recommends that protective gloves and clothing always be used and a full face mask always be
worn when handling frozen vials. It is important to note that some vials leak when submersed in liquid nitrogen
and will slowly fill with liquid nitrogen. Upon thawing, the conversion of the liquid nitrogen back to its gas
phase may result in the vessel exploding or blowing off its cap with dangerous force creating flying debris.
1.  Check all containers for leakage or breakage.
2.  Remove the frozen cells from the dry ice packaging and immediately place the cells at a temperature
below ­130°C, preferably in liquid nitrogen vapor, until ready for use.
To insure the highest level of viability, thaw the vial and initiate the culture as soon as possible upon receipt. If
upon arrival, continued storage of the frozen culture is necessary, it should be stored in liquid nitrogen vapor
phase and not at ­70°C.  Storage at ­70°C will result in loss of viability.
1.  Thaw the vial by gentle agitation in a 37°C water bath. To reduce the possibility of contamination, keep
the O­ring and cap out of the water.  Thawing should be rapid (approximately 2 minutes).
2.  Remove the vial from the water bath as soon as the contents are thawed, and decontaminate by
dipping in or spraying with 70% ethanol. All of the operations from this point on should be carried out
under strict aseptic conditions.
3.  It is recommended that the cryoprotective agent be removed immediately.  Centrifuge the cell
suspension at approximately 125 x g for 5 to 10 minutes.  Discard the supernatant and resuspend the
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Product Sheet
RWPE­1 (ATCC® CRL­
11609™)
Please read this FIRST
 
Storage Temp.
liquid nitrogen
vapor phase
  Biosafety Level
2
Intended Use
This product is intended for research use only. It is not
intended for any animal or human therapeutic or
diagnostic use.
Complete Growth Medium
The base medium for this cell line is provided by
Invitrogen (GIBCO) as part of a kit: Keratinocyte Serum
Free Medium (K­SFM), Kit Catalog Number 17005­042.
This kit is supplied with each of the two additives
required to grow this cell line (bovine pituitary extract
(BPE) and human recombinant epidermal growth factor
(EGF). To make the complete growth medium, you will
need to add the following components to the base
medium:
0.05 mg/ml BPE ­ provided with the K­SFM kit
5 ng/ml EGF ­ provided with the K­SFM kit. NOTE: Do
not filter complete medium.
Citation of Strain
If use of this culture results in a scientific publication, it
should be cited in that manuscript in the following
manner: RWPE­1 (ATCC® CRL­11609™)
cell pellet in an appropriate amount of fresh growth medium.
4.  Transfer the cells to an appropriate size vessel.  It is important to avoid excessive alkalinity of the
medium during recovery of the cells.  It is suggested that, prior to the addition of the vial contents, the
culture vessel containing the growth medium be placed into the incubator for at least 15 minutes to
allow the medium to reach its normal pH (7.0 to 7.6).
5.  Incubate the culture at 37°C in a suitable incubator.  A 5% CO2 in air atmosphere is recommended if
using the medium described on this product sheet.
The flask was seeded with cells (see specific batch information) grown and completely filled with medium at
ATCC to prevent loss of cells during shipping.
1.  Upon receipt visually examine the culture for macroscopic evidence of any microbial contamination.
Using an inverted microscope (preferably equipped with phase­contrast optics), carefully check for
any evidence of microbial contamination.  Also check to determine if the majority of cells are still
attached to the bottom of the flask; during shipping the cultures are sometimes handled roughly and
many of the cells often detach and become suspended in the culture medium (but are still viable).
2.  If the cells are still attached, aseptically remove all but 5 to 10 mL of the shipping medium. The
shipping medium can be saved for reuse.  Incubate the cells at 37°C in a 5% CO2 in air atmosphere
until they are ready to be subcultured.
3.  If the cells are not attached, aseptically remove the entire contents of the flask and centrifuge at
125 x g for 5 to 10 minutes.  Remove shipping medium and save.  Resuspend the pelleted cells in 5 mL
of this medium and add to 25 cm2 flask.  Incubate at 37°C in a 5% CO2 in air atmosphere until cells are
ready to be subcultured.
Volumes are given for a 75 cm2 flask. Increase or decrease the amount of dissociation medium needed
proportionally for culture vessels of other sizes.
1.  Remove and discard culture medium.
2.  Briefly rinse the cell layer with Ca++/Mg++ free Dulbecco's phosphate­buffered saline (D­PBS).
3.  Add 2.0 to 3.0 mL (to a T­25 flask) or 3.0 to 4.0 mL (to a T­75 flask) of 0.05% Trypsin ­ 0.53mM EDTA
solution, diluted 1:1 with D­PBS, and place flask in a 37°C incubator for 5 to 8 minutes. Observe cells
under an inverted microscope until cell layer is dispersed (usually within 5 to 10 minutes).
Note: To avoid clumping do not agitate the cells by hitting or shaking the flask while waiting for the
cells to detach.
4.  Add 6.0 to 8.0 mL of 0.1% Soybean Trypsin Inhibitor (or 2% fetal bovine serum in D­PBS), as
appropriate, and aspirate cells by gently pipetting.
5.  Transfer cell suspension to centrifuge tube and spin at approximately 125 x g for 5 to 7 minutes.
6.  Discard supernatant and resuspend cells in fresh serum­free growth medium. Add appropriate
aliquots of cell suspension to new culture vessels. An inoculum of 2 X 104 to 4 X 104 viable cells/cm2
is recommended.
7.  Incubate cultures at 37°C. We recommend that you maintain cultures at a cell concentration between 4
X 104 and 7 X 104 cells/cm2.
Cells grown under serum­free or reduced serum conditions may not attach strongly during the 24 hours after
subculture and should be disturbed as little as possible during that period.
Subcultivation Ratio: A subcultivation ratio of 1:3 to 1:5 is recommended
Medium Renewal: Every 2 days
Complete growth medium described above supplemented with 10% (v/v) DMSO and 15% FBS. Cell culture
tested DMSO is available as ATCC® Catalog No. 4­X.
In 3­dimensional Matrigel culture, RWPE­1 cells organize into acini and secrete PSA into the lumen when
exposed to androgen. ref
When injected with Matrigel or with stromal cells, into male athymic rodents, RWPE­1 cells also organize into
acini ref and produce PSA. 
Cells from the RWPE­1 cell line were further transformed by Ki­ras using the Kirstin murine sarcoma virus (Ki­
MuSV) to establish the tumorigenic RWPE­2 cell line (ATCC CRL­11610) ref and the RWPE2­W99 (ATCC CRL­
2853) cell line. 
Further, a family of tumorigenic cell lines, that mimics multiple steps in prostate cancer progression, was also
derived from RWPE­1 cells by exposure to N­methyl­N­nitrosourea (MNU). See the WPE1­NA22 (ATCC CRL­
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Product Sheet
RWPE­1 (ATCC® CRL­
11609™)
Please read this FIRST
 
Storage Temp.
liquid nitrogen
vapor phase
  Biosafety Level
2
Intended Use
This product is intended for research use only. It is not
intended for any animal or human therapeutic or
diagnostic use.
Complete Growth Medium
The base medium for this cell line is provided by
Invitrogen (GIBCO) as part of a kit: Keratinocyte Serum
Free Medium (K­SFM), Kit Catalog Number 17005­042.
This kit is supplied with each of the two additives
required to grow this cell line (bovine pituitary extract
(BPE) and human recombinant epidermal growth factor
(EGF). To make the complete growth medium, you will
need to add the following components to the base
medium:
0.05 mg/ml BPE ­ provided with the K­SFM kit
5 ng/ml EGF ­ provided with the K­SFM kit. NOTE: Do
not filter complete medium.
Citation of Strain
If use of this culture results in a scientific publication, it
should be cited in that manuscript in the following
manner: RWPE­1 (ATCC® CRL­11609™)
2849), WPE1­NB14 (ATCC CRL­2850, WPE1­NB11 (ATCC CRL­2851) and WPE1­NB26 (ATCC CRL­2852) cell
lines.
The depositor reports that the RWPE­1 cell line (ATCC CRL­11609) was screened, and found negative for,
Hepatitis B virus, Hepatitis C virus and Human immunodeficiency virus.
ATCC confirmed this cell line is positive for the presence of HPV viral DNA sequences via PCR.
References and other information relating to this product are available online at www.atcc.org.
Appropriate safety procedures should always be used with this material. Laboratory safety is discussed in
the current publication of the Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories from the U.S.
Department of Health and Human Services Centers for Disease Control and Prevention and National Institutes
for Health.
ATCC Warranty
The viability of ATCC® products is warranted for 30 days from the date of shipment, and is valid only if the
product is stored and cultured according to the information included on this product information sheet. ATCC
lists the media formulation that has been found to be effective for this strain. While other, unspecified media
may also produce satisfactory results, a change in media or the absence of an additive from the ATCC
recommended media may affect recovery, growth and/or function of this strain. If an alternative medium
formulation is used, the ATCC warranty for viability is no longer valid.
Disclaimers
This product is intended for laboratory research purposes only. It is not intended for use in humans.
While ATCC uses reasonable efforts to include accurate and up­to­date information on this product sheet,
ATCC makes no warranties or representations as to its accuracy. Citations from scientific literature and
patents are provided for informational purposes only. ATCC does not warrant that such information has been
confirmed to be accurate.
This product is sent with the condition that you are responsible for its safe storage, handling, and use. ATCC
is not liable for any damages or injuries arising from receipt and/or use of this product. While reasonable effort
is made to insure authenticity and reliability of strains on deposit, ATCC is not liable for damages arising from
the misidentification or misrepresentation of cultures.
Please see the enclosed Material Transfer Agreement (MTA) for further details regarding the use of this
product. The MTA is also available on our Web site at www.atcc.org
Additional information on this culture is available on the ATCC web site at www.atcc.org.
© ATCC 2014. All rights reserved. ATCC is a registered trademark of the American Type Culture Collection. [03/21]
References
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RWPE­1 (ATCC® CRL­
11609™)
Please read this FIRST
 
Storage Temp.
liquid nitrogen
vapor phase
  Biosafety Level
2
Intended Use
This product is intended for research use only. It is not
intended for any animal or human therapeutic or
diagnostic use.
Complete Growth Medium
The base medium for this cell line is provided by
Invitrogen (GIBCO) as part of a kit: Keratinocyte Serum
Free Medium (K­SFM), Kit Catalog Number 17005­042.
This kit is supplied with each of the two additives
required to grow this cell line (bovine pituitary extract
(BPE) and human recombinant epidermal growth factor
(EGF). To make the complete growth medium, you will
need to add the following components to the base
medium:
0.05 mg/ml BPE ­ provided with the K­SFM kit
5 ng/ml EGF ­ provided with the K­SFM kit. NOTE: Do
not filter complete medium.
Citation of Strain
If use of this culture results in a scientific publication, it
should be cited in that manuscript in the following
manner: RWPE­1 (ATCC® CRL­11609™)
Organism: Homo sapiens, human
Tissue: prostate; derived from metastatic site: left supraclavicular lymph node
Disease: carcinoma
Age: 50 years adult
Gender: male
Morphology: epithelial
Growth Properties: adherent, single cells and loosely attached clusters
DNA Profile:
Amelogenin: X,Y
CSF1PO: 10,11
D13S317: 10,12
D16S539: 11
D5S818: 11,12
D7S820: 9.1,10.3
THO1: 9
TPOX: 8,9
vWA: 16,18
Cytogenetic Analysis: This is a hypotetraploid human cell line. The modal chromosome number was 84,
occurring in 22% of cells. However, cells with chromosome counts of 86 (20%) and 87 (18%) also occurred
at high frequencies. The rate of cells with higher ploidies was 6.0%.
Refer to the Certificate of Analysis for batch­specific test results.
ATCC highly recommends that protective gloves and clothing always be used and a full face mask always be
worn when handling frozen vials. It is important to note that some vials leak when submersed in liquid nitrogen
and will slowly fill with liquid nitrogen. Upon thawing, the conversion of the liquid nitrogen back to its gas
phase may result in the vessel exploding or blowing off its cap with dangerous force creating flying debris.
1.  Check all containers for leakage or breakage.
2.  Remove the frozen cells from the dry ice packaging and immediately place the cells at a temperature
below ­130°C, preferably in liquid nitrogen vapor, until ready for use.
To insure the highest level of viability, thaw the vial and initiate the culture as soon as possible upon receipt. If
upon arrival, continued storage of the frozen culture is necessary, it should be stored in liquid nitrogen vapor
phase and not at ­70°C.  Storage at ­70°C will result in loss of viability.
1.  Thaw the vial by gentle agitation in a 37°C water bath. To reduce the possibility of contamination, keep
the O­ring and cap out of the water.  Thawing should be rapid (approximately 2 minutes).
2.  Remove the vial from the water bath as soon as the contents are thawed, and decontaminate by
dipping in or spraying with 70% ethanol. All of the operations from this point on should be carried out
under strict aseptic conditions.
3.  Transfer the vial contents to a centrifuge tube containing  9.0 mL complete culture medium. and spin at
approximately 125 x g for 5 to 7 minutes.
4.  Resuspend cell pellet with the recommended complete medium (see the specific batch information for
the culture recommended dilution ratio). Disperse clusters by repeated gentle pipetting. It is
important to avoid excessive alkalinity of the medium during recovery of the cells.  It is suggested that,
prior to the addition of the vial contents, the culture vessel containing the complete growth medium be
placed into the incubator for at least 15 minutes to allow the medium to reach its normal pH (7.0 to 7.6).
pH (7.0 to 7.6).
5.  Incubate the culture at 37°C in a suitable incubator.  A 5% CO2 in air atmosphere is recommended if
using the medium described on this product sheet.
The flask was seeded with cells (see specific batch information) grown and completely filled with medium at
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Product Sheet
LNCaP clone FGC (ATCC®
CRL­1740™)
Please read this FIRST
 
Storage Temp.
liquid nitrogen
vapor phase
  Biosafety Level
1
Intended Use
This product is intended for research use only. It is not
intended for any animal or human therapeutic or
diagnostic use.
Complete Growth Medium
The base medium for this cell line is ATCC­formulated
RPMI­1640 Medium, Catalog No. 30­2001. To make the
complete growth medium, add the following
components to the base medium: fetal bovine serum to
a final concentration of 10%.
Citation of Strain
If use of this culture results in a scientific publication, it
should be cited in that manuscript in the following
manner: LNCaP clone FGC (ATCC® CRL­1740™)
American Type Culture Collection
PO Box 1549
Manassas, VA 20108 USA
www.atcc.org
800.638.6597 or 703.365.2700
Fax: 703.365.2750
Email: Tech@atcc.org
 
Or contact your local distributor
ATCC to prevent loss of cells during shipping.
1.  Upon receipt visually examine the culture for macroscopic evidence of any microbial contamination.
Using an inverted microscope (preferably equipped with phase­contrast optics), carefully check for
any evidence of microbial contamination.  Also check to determine if the majority of cells are still
attached to the bottom of the flask; during shipping many of the cells detach and become suspended
in the culture medium (but are still viable).
2.  Incubate the flask horizontally for 24 to 48 hours to allow the cells to reattach. The medium can then
be removed and replaced with fresh medium. If desired, aseptically remove the entire contents of the
flask and centrifuge at 125 xg for 5 to 10 minutes.  Remove shipping medium and save.  Resuspend
the pelleted cells in 10 mL of this medium and add to 25 cm2 flask.  Disperse the cells by repeated
gentle pipetting. Incubate at 37°C in a 5% CO2 in air atmosphere until cells are ready to be
subcultured.
Volumes are given for a 75 cm2 flask. Increase or decrease the amount of dissociation medium needed
proportionally for culture vessels of other sizes. Corning® T­75 flasks (catalog #430641) are recommended
for subculturing this product
1.  Remove and discard culture medium.
2.  Briefly rinse the cell layer with 0.25% (w/v) Trypsin­ 0.53 mM EDTA solution to remove all traces of
serum that contains trypsin inhibitor.
3.  Add 2.0 to 3.0 mL of Trypsin­EDTA solution to flask and observe cells under an inverted microscope
until cell layer is dispersed (usually within 5 to 15 minutes).
Note: To avoid clumping do not agitate the cells by hitting or shaking the flask while waiting for the
cells to detach. Cells that are difficult to detach may be placed at 37°C to facilitate dispersal.
4.  Add 6.0 to 8.0 mL of complete growth medium and aspirate cells by gently pipetting.
5.  Add appropriate aliquots of the cell suspension to new culture vessels. 
Maintain cultures at a cell concentration between 1 X 104 and 2 X 105 cells/cm2.
6.  Incubate cultures at 37°C.
Subcultivation Ratio: A subcultivation ratio of 1:3 to 1:6 is recommended
Medium Renewal: Twice per week
Complete growth medium described above supplemented with 5% (v/v) DMSO. Cell culture tested DMSO is
available as ATCC Catalog No. 4­X.
These cells are responsive to 5­alpha­dihydrotestosterone (growth modulation and acid phosphatase
production).
The cells do not produce a uniform monolayer, but grow in clusters which should be broken apart by repeated
pipetting when subcultures are prepared.
They attach only lightly to the substrate, do not become confluent and rapidly acidify the medium.
Growth is very slow.
The cells should be allowed to incubate undisturbed for the first 48 hours after subculture.
When flask cultures are shipped, the majority of the cells become detached from the flask and float in the
medium. Upon receipt, incubate the flask (in the usual position for monolayer cultures) for 24 to 48 hours to
allow the cells to re­attach. The medium can then be removed and replaced with fresh medium.
If desired, the contents of the flask can be collected, centrifuged at 300 X g for 15 minutes, resuspended in 10
mL of medium and dispensed into a single flask.
References and other information relating to this product are available online at www.atcc.org.
Appropriate safety procedures should always be used with this material. Laboratory safety is discussed in
the current publication of the Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories from the U.S.
Department of Health and Human Services Centers for Disease Control and Prevention and National Institutes
for Health.
ATCC Warranty
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LNCaP clone FGC (ATCC®
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Storage Temp.
liquid nitrogen
vapor phase
  Biosafety Level
1
Intended Use
This product is intended for research use only. It is not
intended for any animal or human therapeutic or
diagnostic use.
Complete Growth Medium
The base medium for this cell line is ATCC­formulated
RPMI­1640 Medium, Catalog No. 30­2001. To make the
complete growth medium, add the following
components to the base medium: fetal bovine serum to
a final concentration of 10%.
Citation of Strain
If use of this culture results in a scientific publication, it
should be cited in that manuscript in the following
manner: LNCaP clone FGC (ATCC® CRL­1740™)
American Type Culture Collection
PO Box 1549
Manassas, VA 20108 USA
www.atcc.org
800.638.6597 or 703.365.2700
Fax: 703.365.2750
Email: Tech@atcc.org
 
Or contact your local distributor
The viability of ATCC® products is warranted for 30 days from the date of shipment, and is valid only if the
product is stored and cultured according to the information included on this product information sheet. ATCC
lists the media formulation that has been found to be effective for this strain. While other, unspecified media
may also produce satisfactory results, a change in media or the absence of an additive from the ATCC
recommended media may affect recovery, growth and/or function of this strain. If an alternative medium
formulation is used, the ATCC warranty for viability is no longer valid.
Disclaimers
This product is intended for laboratory research purposes only. It is not intended for use in humans.
While ATCC uses reasonable efforts to include accurate and up­to­date information on this product sheet,
ATCC makes no warranties or representations as to its accuracy. Citations from scientific literature and
patents are provided for informational purposes only. ATCC does not warrant that such information has been
confirmed to be accurate.
This product is sent with the condition that you are responsible for its safe storage, handling, and use. ATCC
is not liable for any damages or injuries arising from receipt and/or use of this product. While reasonable effort
is made to insure authenticity and reliability of strains on deposit, ATCC is not liable for damages arising from
the misidentification or misrepresentation of cultures.
Please see the enclosed Material Transfer Agreement (MTA) for further details regarding the use of this
product. The MTA is also available on our Web site at www.atcc.org
Additional information on this culture is available on the ATCC web site at www.atcc.org.
© ATCC 2014. All rights reserved. ATCC is a registered trademark of the American Type Culture Collection. [08/21]
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Product Sheet
LNCaP clone FGC (ATCC®
CRL­1740™)
Please read this FIRST
 
Storage Temp.
liquid nitrogen
vapor phase
  Biosafety Level
1
Intended Use
This product is intended for research use only. It is not
intended for any animal or human therapeutic or
diagnostic use.
Complete Growth Medium
The base medium for this cell line is ATCC­formulated
RPMI­1640 Medium, Catalog No. 30­2001. To make the
complete growth medium, add the following
components to the base medium: fetal bovine serum to
a final concentration of 10%.
Citation of Strain
If use of this culture results in a scientific publication, it
should be cited in that manuscript in the following
manner: LNCaP clone FGC (ATCC® CRL­1740™)
American Type Culture Collection
PO Box 1549
Manassas, VA 20108 USA
www.atcc.org
800.638.6597 or 703.365.2700
Fax: 703.365.2750
Email: Tech@atcc.org
 
Or contact your local distributor
Organism: Homo sapiens, human
Tissue: prostate; derived from metastatic site: brain
Disease: carcinoma
Age: 69 years
Gender: male
Morphology: epithelial
Growth Properties: adherent
Isoenzymes:
AK­1, 1
ES­D, 1
G6PD, B
GLO­I, 2
Me­2, 1­2
PGM1, 1
PGM3, 2
DNA Profile:
D7S820: 7, 10, 11
D13S317: 12, 13, 14
D5S818: 10, 13
vWA: 17, 18, 19
THO1: 7
CSF1PO: 10, 11
TPOX: 11
D16S539: 11, 13
Amelogenin: X, Y
Cytogenetic Analysis: This is a hypotriploid human cell line. Both 61 and 62 chromosome numbers had the
highest rate of occurrence in 30 metaphase counts.The rate of higher ploidies was 3%. The t(11q12q),
del(11)(q23), 16q+, del(9)(p11), del(1)(p32) and 6 other marker chromosomes were found in most cells. The
N13 was usually absent. The Y chromosome is abnormal through translocation to an unidentified
chromosomal segment. The X chromosome was present in single copy.
Refer to the Certificate of Analysis for batch­specific test results.
ATCC highly recommends that protective gloves and clothing always be used and a full face mask always be
worn when handling frozen vials. It is important to note that some vials leak when submersed in liquid nitrogen
and will slowly fill with liquid nitrogen. Upon thawing, the conversion of the liquid nitrogen back to its gas
phase may result in the vessel exploding or blowing off its cap with dangerous force creating flying debris.
1.  Check all containers for leakage or breakage.
2.  Remove the frozen cells from the dry ice packaging and immediately place the cells at a temperature
below ­130°C, preferably in liquid nitrogen vapor, until ready for use.
To insure the highest level of viability, thaw the vial and initiate the culture as soon as possible upon receipt. If
upon arrival, continued storage of the frozen culture is necessary, it should be stored in liquid nitrogen vapor
phase and not at ­70°C.  Storage at ­70°C will result in loss of viability.
1.  Thaw the vial by gentle agitation in a 37°C water bath. To reduce the possibility of contamination, keep
the O­ring and cap out of the water. Thawing should be rapid (approximately 2 minutes).
2.  Remove the vial from the water bath as soon as the contents are thawed, and decontaminate by
dipping in or spraying with 70% ethanol. All of the operations from this point on should be carried out
under strict aseptic conditions.
3.  Transfer the vial contents to a centrifuge tube containing 9.0 mL complete culture medium and spin at
approximately 125 x g for 5 to 7 minutes. Discard supernatant.
4.  Resuspend the cell pellet with the recommended complete medium and dispense into a 25 cm2 culture
flask.  It is important to avoid excessive alkalinity of the medium during recovery of the cells.  It is
Description
Batch­Specific Information
SAFETY PRECAUTION
Unpacking & Storage Instructions
Handling Procedure for Frozen Cells
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Product Sheet
DU 145 (ATCC® HTB­81™)
Please read this FIRST
 
Storage Temp.
liqid nitrogen
vapor
temperature
  Biosafety Level
1
Intended Use
This product is intended for research use only. It is not
intended for any animal or human therapeutic or
diagnostic use.
Complete Growth Medium
The base medium for this cell line is ATCC­formulated
Eagle's Minimum Essential Medium, Catalog No. 30­
2003. To make the complete growth medium, add the
following components to the base medium: fetal bovine
serum to a final concentration of 10%.
Citation of Strain
If use of this culture results in a scientific publication, it
should be cited in that manuscript in the following
manner: DU 145 (ATCC® HTB­81™)
American Type Culture Collection
PO Box 1549
Manassas, VA 20108 USA
www.atcc.org
800.638.6597 or 703.365.2700
Fax: 703.365.2750
Email: Tech@atcc.org
 
Or contact your local distributor
suggested that, prior to the addition of the vial contents, the culture vessel containing the complete
growth medium be placed into the incubator for at least 15 minutes to allow the medium to reach its
normal pH (7.0 to 7.6).
5.  Incubate the culture at 37°C in a suitable incubator.  A 5% CO2 in air atmosphere is recommended if
using the medium described on this product sheet.
The flask was seeded with cells (see specific batch information), grown, and completely filled with medium at
ATCC to prevent loss of cells during shipping.
1.  Upon receipt visually examine the culture for macroscopic evidence of any microbial contamination.
Using an inverted microscope (preferably equipped with phase­contrast optics), carefully check for
any evidence of microbial contamination.  Also check to determine if the majority of cells are still
attached to the bottom of the flask; during shipping the cultures are sometimes handled roughly and
many of the cells often detach and become suspended in the culture medium (but are still viable).
2.  If the cells are still attached, aseptically remove all but 5 to 10 mL of the shipping medium. The
shipping medium can be saved for reuse.  Incubate the cells at 37°C in a 5% CO2 in air atmosphere
until they are ready to be subcultured.
3.  If the cells are not attached, aseptically remove the entire contents of the flask and centrifuge at
125 x g for 5 to 10 minutes. Remove shipping medium and save.  Resuspend the pelleted cells in 10
mL of this medium and add to 25 cm2 flask.  Incubate at 37°C in a 5% CO2 in air atmosphere until cells
are ready to be subcultured.
1.  Remove and discard culture medium.
2.  Briefly rinse the cell layer with 0.25% (w/v) Trypsin ­ 0.53 mM EDTA solution to remove all traces of
serum which contains trypsin inhibitor.
3.  Add 2.0 to 3.0 mL of Trypsin­EDTA solution to flask and observe cells under an inverted microscope
until cell layer is dispersed (usually within 5 to 15 minutes).
Note: To avoid clumping do not agitate the cells by hitting or shaking the flask while waiting for the
cells to detach. Cells that are difficult to detach may be placed at 37°C to facilitate dispersal.
4.  Add 6.0 to 8.0 mL of complete growth medium and aspirate cells by gently pipetting.
5.  Add appropriate aliquots of the cell suspension to new culture vessels. Corning® T­75 flasks (catalog
#430641) are recommended for subculturing this product.
6.  Incubate cultures at 37°C.
Subcultivation Ratio: A subcultivation ratio of 1:4 to 1:6 is recommended
Medium Renewal: 2 to 3 times per week
Complete culture medium described above supplemented with 5% (v/v) DMSO. Cell culture tested DMSO is
available as ATCC® Catalog No. 4­X.
The line is not detectably hormone sensitive, is only weakly positive for acid phosphatase and isolated cells
form colonies in soft agar. The cells do not express prostate antigen. Ultrastructural analyses of both the cell
line and original tumor revealed microvilli, tonofilaments, desmosomes, any mitochondria, well developed Golgi
and heterogenous lysosomes.
References and other information relating to this product are available online at www.atcc.org.
Appropriate safety procedures should always be used with this material. Laboratory safety is discussed in
the current publication of the Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories from the U.S.
Department of Health and Human Services Centers for Disease Control and Prevention and National Institutes
for Health.
ATCC Warranty
Handling Procedure for Flask Cultures
Subculturing Procedure
Cryopreservation Medium
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Product Sheet
DU 145 (ATCC® HTB­81™)
Please read this FIRST
 
Storage Temp.
liqid nitrogen
vapor
temperature
  Biosafety Level
1
Intended Use
This product is intended for research use only. It is not
intended for any animal or human therapeutic or
diagnostic use.
Complete Growth Medium
The base medium for this cell line is ATCC­formulated
Eagle's Minimum Essential Medium, Catalog No. 30­
2003. To make the complete growth medium, add the
following components to the base medium: fetal bovine
serum to a final concentration of 10%.
Citation of Strain
If use of this culture results in a scientific publication, it
should be cited in that manuscript in the following
manner: DU 145 (ATCC® HTB­81™)
American Type Culture Collection
PO Box 1549
Manassas, VA 20108 USA
www.atcc.org
800.638.6597 or 703.365.2700
Fax: 703.365.2750
Email: Tech@atcc.org
 
Or contact your local distributor
The viability of ATCC® products is warranted for 30 days from the date of shipment, and is valid only if the
product is stored and cultured according to the information included on this product information sheet. ATCC
lists the media formulation that has been found to be effective for this strain. While other, unspecified media
may also produce satisfactory results, a change in media or the absence of an additive from the ATCC
recommended media may affect recovery, growth and/or function of this strain. If an alternative medium
formulation is used, the ATCC warranty for viability is no longer valid.
Disclaimers
This product is intended for laboratory research purposes only. It is not intended for use in humans.
While ATCC uses reasonable efforts to include accurate and up­to­date information on this product sheet,
ATCC makes no warranties or representations as to its accuracy. Citations from scientific literature and
patents are provided for informational purposes only. ATCC does not warrant that such information has been
confirmed to be accurate.
This product is sent with the condition that you are responsible for its safe storage, handling, and use. ATCC
is not liable for any damages or injuries arising from receipt and/or use of this product. While reasonable effort
is made to insure authenticity and reliability of strains on deposit, ATCC is not liable for damages arising from
the misidentification or misrepresentation of cultures.
Please see the enclosed Material Transfer Agreement (MTA) for further details regarding the use of this
product. The MTA is also available on our Web site at www.atcc.org
Additional information on this culture is available on the ATCC web site at www.atcc.org.
© ATCC 2014. All rights reserved. ATCC is a registered trademark of the American Type Culture Collection. [08/25]
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Product Sheet
DU 145 (ATCC® HTB­81™)
Please read this FIRST
 
Storage Temp.
liqid nitrogen
vapor
temperature
  Biosafety Level
1
Intended Use
This product is intended for research use only. It is not
intended for any animal or human therapeutic or
diagnostic use.
Complete Growth Medium
The base medium for this cell line is ATCC­formulated
Eagle's Minimum Essential Medium, Catalog No. 30­
2003. To make the complete growth medium, add the
following components to the base medium: fetal bovine
serum to a final concentration of 10%.
Citation of Strain
If use of this culture results in a scientific publication, it
should be cited in that manuscript in the following
manner: DU 145 (ATCC® HTB­81™)
American Type Culture Collection
PO Box 1549
Manassas, VA 20108 USA
www.atcc.org
800.638.6597 or 703.365.2700
Fax: 703.365.2750
Email: Tech@atcc.org
 
Or contact your local distributor
Organism: Homo sapiens, human
Tissue: prostate; derived from metastatic site: bone
Disease: grade IV, adenocarcinoma
Age: 62 years adult
Gender: male
Morphology: epithelial
Growth Properties: adherent
DNA Profile:
Amelogenin: X
CSF1PO: 11
D13S317: 11
D16S539: 11
D5S818: 13
D7S820: 8,11
THO1: 6,7
TPOX: 8,9
vWA: 17
Cytogenetic Analysis: The line is near­triploid with a modal number of 62 chromosomes. There are nearly
20 marker chromosomes commonly found in each cell; and normal N2, N3, N4, N5, N12, and N15 are not
found. No normal Y chromosomes could be detected by Q­band analysis.
Refer to the Certificate of Analysis for batch­specific test results.
ATCC highly recommends that protective gloves and clothing always be used and a full face mask always be
worn when handling frozen vials. It is important to note that some vials leak when submersed in liquid nitrogen
and will slowly fill with liquid nitrogen. Upon thawing, the conversion of the liquid nitrogen back to its gas
phase may result in the vessel exploding or blowing off its cap with dangerous force creating flying debris.
1.  Check all containers for leakage or breakage.
2.  Remove the frozen cells from the dry ice packaging and immediately place the cells at a temperature
below ­130°C, preferably in liquid nitrogen vapor, until ready for use.
To insure the highest level of viability, thaw the vial and initiate the culture as soon as possible upon receipt. If
upon arrival, continued storage of the frozen culture is necessary, it should be stored in liquid nitrogen vapor
phase and not at ­70°C.  Storage at ­70°C will result in loss of viability.
1.  Thaw the vial by gentle agitation in a 37°C water bath. To reduce the possibility of contamination, keep
the O­ring and cap out of the water.  Thawing should be rapid (approximately 2 minutes).
2.  Remove the vial from the water bath as soon as the contents are thawed, and decontaminate by
dipping in or spraying with 70% ethanol. All of the operations from this point on should be carried out
under strict aseptic conditions.
3.  Transfer the vial contents to a 75 cm2 tissue culture flask and dilute with the recommended complete
culture medium (see the specific batch information for the recommended dilution ratio).   It is important
to avoid excessive alkalinity of the medium during recovery of the cells.  It is suggested that, prior to
the addition of the vial contents, the culture vessel containing the growth medium be placed into the
incubator for at least 15 minutes to allow the medium to reach its normal pH (7.0 to 7.6).
4.  Incubate the culture at 37°C in a suitable incubator.  A 5% CO2 in air atmosphere is recommended if
using the medium described on this product sheet.
If it is desired that the cryoprotective agent be removed immediately, or that a more concentrated cell
suspension be obtained, centrifuge the cell suspension at approximately 125 x g for 5 to 10 minutes.  Discard
the supernatant and resuspend the cells with fresh growth medium at the dilution ratio recommended in the
specific batch  information.
Description
Batch­Specific Information
SAFETY PRECAUTION
Unpacking & Storage Instructions
Handling Procedure for Frozen Cells
Handling Procedure for Flask Cultures
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Product Sheet
PC­3 (ATCC® CRL­1435™)
Please read this FIRST
 
Storage Temp.
liquid nitrogen
vapor phase
  Biosafety Level
1
Intended Use
This product is intended for research use only. It is not
intended for any animal or human therapeutic or
diagnostic use.
Complete Growth Medium
The base medium for this cell line is ATCC­formulated
F­12K Medium, Catalog No. 30­2004. To make the
complete growth medium, add the following
components to the base medium: fetal bovine serum to
a final concentration of 10%.
Citation of Strain
If use of this culture results in a scientific publication, it
should be cited in that manuscript in the following
manner: PC­3 (ATCC® CRL­1435™)
American Type Culture Collection
PO Box 1549
Manassas, VA 20108 USA
www.atcc.org
800.638.6597 or 703.365.2700
Fax: 703.365.2750
Email: Tech@atcc.org
 
Or contact your local distributor
The flask was seeded with cells (see specific batch information) grown and completely filled with medium at
ATCC to prevent loss of cells during shipping.
1.  Upon receipt visually examine the culture for macroscopic evidence of any microbial contamination.
Using an inverted microscope (preferably equipped with phase­contrast optics), carefully check for
any evidence of microbial contamination.  Also check to determine if the majority of cells are still
attached to the bottom of the flask; during shipping the cultures are sometimes handled roughly and
many of the cells often detach and become suspended in the culture medium (but are still viable).
2.  If the cells are still attached, aseptically remove all but 5 to 10 mL of the shipping medium.  The
shipping medium can be saved for reuse.  Incubate the cells at 37°C in a 5% CO2   in air atmosphere
until they are ready to be subcultured.
3.  If the cells are not attached, aseptically remove the entire contents of the flask and centrifuge at
125 x g for 5 to 10 minutes.  Remove shipping medium and save.  Resuspend the pelleted cells in 10
mL of this medium and add to 25 cm2 flask.  Incubate at 37°C in a 5% CO2  in air atmosphere until cells
are ready to be subcultured.
Volumes are given for a 75 cm2 flask. Increase or decrease the amount of dissociation medium needed
proportionally for culture vessels of other sizes. Corning® T­75 flasks (catalog #430641) are recommended
for subculturing this product.
1.  Remove and discard culture medium.
2.  Briefly rinse the cell layer with 0.25% (w/v) Trypsin­ 0.53 mM EDTA solution to remove all traces of
serum that contains trypsin inhibitor.
3.  Add 2.0 to 3.0 mL of Trypsin­EDTA solution to flask and observe cells under an inverted microscope
until cell layer is dispersed (usually within 5 to 15 minutes).
Note: To avoid clumping do not agitate the cells by hitting or shaking the flask while waiting for the
cells to detach. Cells that are difficult to detach may be placed at 37°C to facilitate dispersal.
4.  Add 6.0 to 8.0 mL of complete growth medium and aspirate cells by gently pipetting.
5.  Add appropriate aliquots of the cell suspension to new culture vessels.
6.  Incubate cultures at 37°C.
Subcultivation Ratio: A subcultivation ratio of 1:3 to 1:6 is recommended
Medium Renewal: 2 to 3 times per week
Complete culture medium described above supplemented with 5% (v/v) DMSO. Cell culture tested DMSO is
available as ATCC Catalog No. 4­X.
The cells exhibit low acid phosphatase and testosterone­5­alpha reductase activities.
References and other information relating to this product are available online at www.atcc.org.
Appropriate safety procedures should always be used with this material. Laboratory safety is discussed in
the current publication of the Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories from the U.S.
Department of Health and Human Services Centers for Disease Control and Prevention and National Institutes
for Health.
ATCC Warranty
The viability of ATCC® products is warranted for 30 days from the date of shipment, and is valid only if the
product is stored and cultured according to the information included on this product information sheet. ATCC
lists the media formulation that has been found to be effective for this strain. While other, unspecified media
may also produce satisfactory results, a change in media or the absence of an additive from the ATCC
recommended media may affect recovery, growth and/or function of this strain. If an alternative medium
formulation is used, the ATCC warranty for viability is no longer valid.
Disclaimers
This product is intended for laboratory research purposes only. It is not intended for use in humans.
Subculturing Procedure
Cryopreservation Medium
Comments
References
Biosafety Level: 1
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Product Sheet
PC­3 (ATCC® CRL­1435™)
Please read this FIRST
 
Storage Temp.
liquid nitrogen
vapor phase
  Biosafety Level
1
Intended Use
This product is intended for research use only. It is not
intended for any animal or human therapeutic or
diagnostic use.
Complete Growth Medium
The base medium for this cell line is ATCC­formulated
F­12K Medium, Catalog No. 30­2004. To make the
complete growth medium, add the following
components to the base medium: fetal bovine serum to
a final concentration of 10%.
Citation of Strain
If use of this culture results in a scientific publication, it
should be cited in that manuscript in the following
manner: PC­3 (ATCC® CRL­1435™)
American Type Culture Collection
PO Box 1549
Manassas, VA 20108 USA
www.atcc.org
800.638.6597 or 703.365.2700
Fax: 703.365.2750
Email: Tech@atcc.org
 
Or contact your local distributor
While ATCC uses reasonable efforts to include accurate and up­to­date information on this product sheet,
ATCC makes no warranties or representations as to its accuracy. Citations from scientific literature and
patents are provided for informational purposes only. ATCC does not warrant that such information has been
confirmed to be accurate.
This product is sent with the condition that you are responsible for its safe storage, handling, and use. ATCC
is not liable for any damages or injuries arising from receipt and/or use of this product. While reasonable effort
is made to insure authenticity and reliability of strains on deposit, ATCC is not liable for damages arising from
the misidentification or misrepresentation of cultures.
Please see the enclosed Material Transfer Agreement (MTA) for further details regarding the use of this
product. The MTA is also available on our Web site at www.atcc.org
Additional information on this culture is available on the ATCC web site at www.atcc.org.
© ATCC 2014. All rights reserved. ATCC is a registered trademark of the American Type Culture Collection. [08/22]
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